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POVZETEK 
Katepsin V je lizosomska cisteinska peptidaza iz družine papainu podobnih cisteinskih 
peptidaz. Katepsin V je zelo soroden katepsinu L, vendar se, za razliko od katepsina L, ki je 
v telesu povsod izražen, katepsin V v fizioloških pogojih nahaja le v priželjcu, testisih in 
epiteliju roženice, pri patoloških procesih pa se izraža tudi v drugih tkivih. Katepsin V je 
udeležen pri napredovanju raka, pri tem se povečano izraža v tumorjih kolorektalnega raka, 
raka rektuma in dojk, medtem ko v zdravem črevesu in mlečnih žlezah ni prisoten. Poleg 
tega ima katepsin V pomembno vlogo v imunskih celicah in protitumornem imunskem 
odzivu, kjer je pomemben pri aktivaciji cistatina F, ki zavira delovanje citotoksičnih celic. 
Zaradi udeleženosti pri napredovanju raka, regulacija katepsina V s selektivnimi zaviralci 
odpira možnosti za razvoj novih terapevtskih pristopov in izboljšanje učinkovitosti 
imunoterapije raka. V okviru magistrske naloge smo zato želeli identificirati potencialne 
reverzibilne, selektivne in obenem ne toksične zaviralce katepsina V.  
V ta namen smo testirali spojine, pridobljene iz virtualnih kemijskih knjižnic, ki so bile 
izbrane na podlagi molekulskega sidranja v aktivno mesto katepsina V. Njihovo sposobnost 
zaviranja aktivnosti katepsina V in selektivnost za katepsin V v primerjavi s katepsinom L, 
smo ovrednotili z metodo encimske kinetike in mikrotermoforeze. Pri tem smo ugotovili, da 
so najmočnejši zaviralci katepsina V spojine 7, 26 in 28. Spojini 7 in 28 sta selektivna 
zaviralca katepsina V, spojina 26 pa ni selektivna. Spojinam, smo v nadaljevanju določili 
vpliv na viabilnost celic in določili koncentracije, pri katerih nimajo toksičnih učinkov na 
celice. Izkazalo se je, da nobena izmed spojin 7, 26 in 28 ni citotoksična pri koncentracijah 
manjših od 5 µM. Dodatno smo inhibicijo katepsina V in selektivnost za katepsin V z 
encimsko kinetiko določili še za spojine, ki so bile iz knjižnic komercialno dostopnih spojin 
izbrane na podlagi strukturnih lastnosti spojin. Med njimi sta se, na podlagi konstante 
inhibicije, kot najmočnejša in najbolj selektivna zaviralca katepsina V izkazali spojini 43 in 
45.  
V okviru našega dela smo kot najmočnejši zaviralec katepsina V identificirali piperidin 
karboksilatni derivat sečnine, spojino 7, ki izkazuje velik potencial za nadaljnji razvoj 
reverzibilnih, selektivnih in ne toksičnih zaviralcev katepsina V, ki bi se lahko uporabljali 
kot protitumorne učinkovine. 
Ključne besede: katepsin V, nizko molekularni zaviralci, selektivni zaviralci, encimska 
kinetika, protitumorna terapija 
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ABSTRACT 
Cathepsin V is a lysosomal cysteine peptidase, a member of the papain-like cysteine 
peptidase family. It is closely related to cathepsin L; however, like cathepsin L it is not 
ubiquitously expressed while its physiological expression is manly limited to thymus, testis, 
and corneal epithelium. In pathological processes, it is expressed also in other tissues. It 
contributes to cancer progression, where its increased expression was observed in colorectal 
and breast carcinomas, but not in the normal colon or mammary tissue. In addition, cathepsin 
V plays an important role in immune cells and in antitumor immune response, where it is 
involved in the activation of cystatin F, which impairs the function of cytotoxic cells. Due 
to its involvement in cancer progression, targeting this enzyme with selective inhibitors may 
open new possibilities for improvements in cancer immunotherapy. 
For this purpose, we tested compounds obtained from virtual chemical libraries, by their 
molecular docking into the active site of cathepsin V. Their inhibition of cathepsin V activity 
and selectivity for cathepsin V compared to cathepsin L was evaluated by using enzyme 
kinetics and microscale thermophoresis. Compounds 7, 26, and 28 were identified as the 
most potent inhibitors of cathepsin V. Compounds 7 and 28 are selective inhibitors of 
cathepsin V while compound 26 is a non-selective inhibitor. Best performing compounds 
were further tested for their effect on cell viability to determine non-cytotoxic compound 
concentrations. Compounds 7, 26, and 28 did not have cytotoxic effect on cells at 
concentrations lower than 5 μM. Moreover, additional compounds were selected form 
commercially available compound libraries based on the structural properties and evaluated 
for inhibition and selectivity for cathepsin V using enzyme kinetics. Among them, 
compounds 43 and 45 were the strongest and most selective inhibitors of cathepsin V. 
In our work, as the most potent cathepsin V inhibitor, we identified the piperidine 
carboxylate derivative, compound 7. This compound has great potential for further 
development of reversible, selective, and non-toxic cathepsin V inhibitors that could be used 
as possible antitumor agents. 
 
 
 
Key words: cathepsin V, small molecular inhibitors, selective inhibitors, enzyme kinetics, 
antitumor therapy 
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SEZNAM OKRAJŠAV 
3-D tridimenzionalno  
AMC  7-amino-4-metilkumarin 
CTL citotoksični limfociti T 
DMSO dimetil sulfoksid 
E encim 
E-64   L-trans-epoksisukcinil-leucilamido(4-gvanidino)butan  
EDTA  etilendiaminotetraocetna kislina  
FBS HI fetalni goveji serum inaktiviran s toploto (angl. fetal bovine serum, heat 
inacvtivated) 
EI kompleks encim-zaviralec 
ES kompleks encim-substrat 
ESI kompleks encim-substrat-zaviralec 
IL-2  interlevkin 2 
IR  infrardeče sevanje 
Kcat  katalizna konstanta 
Kd disociacijska konstanta 
Ki  disociacijska konstanta kompleksa encim-zaviralec (EI); konstanta inhibicje  
Ki'  disociacijska konstanta kompleksa encim-substrat-zaviralec (ESI) 
Km  Michaelis-Mentenova konstanta 
LBVS virtualno rešetanje na osnovi liganda (angl. ligand-based virtual screening) 
MMP   matriks metaloproteaza 
MST   mikrotermoforeza (MicroScale Thermoforesis) 
MTS  3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-
tetrazolijeva sol 
NK   naravne celice ubijalke 
PEG   polietilen glikol 
Ri  relativna inhibicja 
S substrat 
SBVS virtualno rešetanje na osnovi strukture (angl. structure-based virtual 
screening) 
Z benzoiloksikarbonil
Lara Bolčina, Magistrska naloga 
Vrednotenje novih zaviralcev katepsina V 
 
1 
 
1 UVOD 
1.1 PEPTIDAZE 
Peptidaze (proteaze) so proteolitični encimi, ki katalizirajo hidrolizo peptidne vezi. 
Pomembno vlogo imajo v številnih fizioloških procesih kot so imunski odziv, apoptoza, 
celični cikel, metabolizem in razgradnja proteinov (1–4). Glede na katalitsko skupino v 
aktivnem mestu jih razdelimo na aspartatne, asparaginske, cisteinske, glutaminske, serinske, 
metalo peptidaze, treoninske peptidaze in peptidaze neznanega tipa (1). Glede na mesto 
cepitve peptidne verige jih lahko razdelimo na eksopeptidaze in/ali endopeptidaze. Prve 
cepijo eno ali več aminokislin na N- ali C- terminalnem koncu peptidne verige 
(aminopeptidaze in karboksipeptidaze), druge pa cepijo peptidno vez aminokislin znotraj 
peptidne verige. V širšem pomenu jih delimo tudi na zunajcelične in znotrajcelične 
peptidaze. Slednje se nahajajo v citoplazmi, jedru in endosomih/lizosomih (4–6). 
Zaradi številnih patoloških nepravilnosti je lahko proteolitična aktivnost peptidaz povečana 
ali zmanjšana. Zmanjšana aktivnost je najpogosteje posledica genetskih napak, povečana 
proteoliza pa je, poleg genetskih vzrokov, posledica endogenega in/ali eksogenega delovanja 
različnih faktorjev, ki sprožajo signalne poti, ki aktivirajo peptidaze. Povečano proteolitično 
aktivnost so odkrili pri raku, kardiovaskularnih, vnetnih in nevrodegenerativnih boleznih ter 
pri bakterijskih, virusnih in parazitskih okužbah. Povečano proteolitično aktivnost je možno 
uravnavati z zaviralci, zato predstavljajo peptidaze obetavne terapevtske tarče za razvoj 
novih zdravil (2). 
 
1.1.1 Cisteinske peptidaze 
Za cisteinske peptidaze je značilna prisotnost cisteinskega ostanka v aktivnem mestu encima. 
Nukleofilna tiolna skupina cisteina tvori kovalentno vez s karbonilno skupino peptidne vezi 
v substratu in tako cepi njegovo peptidno vez (2, 4, 6). 
Cisteinske peptidaze lahko razvrstimo v 11 različnih klanov in v klan neuvrščenih peptidaz 
(1). Najštevilčnejši je klan CA, kamor uvrščamo tudi družino papainu podobnih cisteinskih 
peptidaz (1). Pri človeku je znanih 11 cisteinskih katepsinov, ki pripadajo temu klanu (Gr. 
καθεψειν [kathepsein], “to digest”) B, C, F, H, K, L, O, S, V, X in W. Nekateri so prisotni v 
vseh tkivih (katepsini B, C, F, H, L, O in X), medtem ko druge najdemo le v specifičnih 
celicah in tkivih (katepsini K, S, V in W) (4, 6, 7). Večina katepsinov je endopeptidaz, izjema 
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sta katepsina B in H, ki sta tako endo- kot eksopeptidazi ter katepsina X in C, ki imata zgolj 
eksopeptidazno aktivnost. Cisteinski katepsini optimalno delujejo v rahlo kislem okolju 
znotraj lizosomov (4, 6). Sintetizirajo se v prepro obliki, med translokacijo v endoplazemski 
retikulum se odcepi signalni peptid, na preostalem delu propeptidaze pa poteče še N-
glikolizacija. Prokatepsin nato zapusti endoplazemski retikulum in preko manoze-6-
fosfatnega receptorja vstopi v kislo okolje lizosomov, kjer pride do pretvorbe v aktivno 
obliko katepsina. Pretvorba lahko poteče avtokatalitično ali s pomočjo drugih peptidaz (8). 
Kljub temu, da se katepsini nahajajo pretežno v lizosomih, jih lahko najdemo tudi v jedru 
celice, citosolu, na celični membrani ali pa se izločijo iz celice (3, 7). Poleg vloge pri končni 
razgradnji proteinov so katepsini odgovorni tudi za številne bolj specifične funkcije, kot je 
proteolitična aktivacija prohormonov. Udeleženi so pri sproščanju ščitničnega hormona 
tiroksina iz njegovega prohormona tiroglobulina, hkrati pa aktivirajo tudi druge prekurzorje 
proteinov, zaradi česar so pomembni pri številnih celičnih procesih vključno s predstavitvijo 
antigenov, apoptozo, fagocitozo, regulacijo celičnega cikla, remodelacijo kosti in drugih 
procesih (5, 9, 10). 
 
1.1.2 Patološka vloga cisteinskih peptidaz 
Spremembe v delovanju in lokalizaciji katepsinov so povezane s številnimi patološkimi 
procesi kot so rak, artritis, ateroskleroza, osteoporoza, nevrodegenerativne, 
kardiovaskularne in vnetne bolezni (5, 6, 11, 12). Katepsini se pri bolezenskih stanjih 
povečano izražajo in se izločajo iz celic v zunajcelični prostor (13). 
 
1.1.2.1 Cisteinske peptidaze pri raku 
Izmed patoloških procesov je bila med prvimi odkrita povezava katepsinov z razvojem 
rakavih bolezni. Danes je znano, da imajo katepsini pomembno vlogo pri nastanku in rasti 
tumorja, udeleženi pa so tudi pri procesih tumorske invazije, angiogeneze in nastanku 
metastaz (6, 10), kjer sta izražanje in aktivnost katepsinov povečana. Večje izražanje in 
aktivnost katepsinov je povezano z bolj agresivnimi oblikami tumorjev in posledično slabšo 
prognozo bolezni. Zaradi tega se katepsini lahko uporabljajo kot prognostični kazalci pri 
različnih vrstah raka (10, 11). Izražanje katepsinov je povečano pri raku dojk, jajčnikov, 
pljuč, možganov, debelega črevesa in danke, glave in vratu, trebušne slinavke in melanomu 
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(13, 14). Pri nastanku in napredovanju raka so udeleženi predvsem katepsini B, C, H, L, S 
in X (5, 8). 
K napredovanju tumorja prispeva aktivnost katepsina znotraj celic in v zunajceličnem 
okolju. Zunajcelično mikrookolje tumorja je zaradi pomanjkanja kisika kislo in je zato 
ugodno za proteolitično delovanje katepsinov. Katepsini so med ključnimi peptidazami pri 
razgradnji zunajceličnega matriksa in bazalne membrane, kar je predpogoj za tumorigenezo 
(8). Napredovanje tumorja in nastanek metastaz pospešujejo tudi posredno z aktivacijo 
drugih proteinov v proteolitičnih kaskadah, vključno z urokinaznim aktivatorjem 
plazminogena in matriks metaloproteazami (MMP), kar vodi v razgradnjo proteinov 
zunajceličnega matriksa. Katepsini so udeleženi v številnih signalnih poteh, ki so ključne pri 
rasti tumorjev, invaziji, metastaziranju, angiogenezi in spodbujajo epitelno-mezenhimski 
prehod tumorskih celic (10). Nadalje so katepsini udeleženi tudi pri programirani celični 
smrti – apoptozi. Pri apoptozi lahko katepsini delujejo kot zaviralci apoptoze ali pa jo 
spodbujajo (4, 10). Cisteinski katepsini imajo pomembno vlogo tudi pri protitumornem 
imunskem odzivu (10, 15).  
 
1.1.2.2. Cisteinske peptidaze pri aterosklerozi 
Podobno kot pri raku imajo katepsini pomembno vlogo tudi pri napredovanju ateroskleroze. 
Ateroskleroza je proces nalaganja lipidov na žilne stene arterij, čemur sledi infiltracija 
gladkomišičnih celic, makrofagov ter limfocitov T, kar vodi v razvoj kroničnega vnetja (16). 
Makrofagi in gladkomišične celice proizvajajo veliko število proteolitičnih encimov 
(cisteinske in serinske peptidaze ter MMP), ki povzročijo razgradnjo elastina in kolagena, ki 
sta glavni komponenti zunajceličnega matriksa arterijske žilne stene. Njuna razgradnja vodi 
v stanjšanje, izgubo elastičnosti in čvrstosti arterijske stene, kar povzroči napredovanje 
ateroskleroze (16). Ključne peptidaze z elastolitično aktivnostjo, ki so odgovorne za 
razgradnjo elastina in kolagena so katepsini K, S in V. Med njimi se je kot najmočnejši 
elastolitični encim med sesalskimi peptidazami izkazal katepsin V (17, 18). Katepsin V je 
odgovoren pretežno za znotrajcelično razgradnjo elastina. V primeru zmanjšanega nastajanja 
katepsina K v makrofagih (piknodisostoza) pa je njegovo pomanjkanje kompenzirano s 
povečanim sproščanjem katepsina V. Večja erozija žilne stene pri aterosklerozi je dodatno 
posledica zmanjšane vsebnosti glukozaminoglikanov v stenah krvnih žil, ki nadzorujejo 
razgradnjo proteinov zunajceličnega ogrodja v žilni steni in specifično zavirajo elastolitično 
Lara Bolčina, Magistrska naloga 
Vrednotenje novih zaviralcev katepsina V 
 
4 
 
aktivnost katepsinov V in K. Zmanjšana vsebnost glukozaminoglikanov tako vodi do 
povečane elastolitične aktivnosti katepsinov V in K pri aterosklerozi (17). 
 
1.2 KATEPSIN V  
Katepsin V (znan tudi kot katepsin L2) je lizosomska cisteinska peptidaza iz družine papainu 
podobnih cisteinskih peptidaz (19, 20). Katepsin V je zelo soroden katepsinu L. Podobnost 
med obema katepsinoma se odraža v podobnosti njunega aminokislinskega zaporedja, ki je 
pri zrelem humanem katepsinu V v 80 % podobno zaporedju katepsina L (19, 20). Med 
obema katepsinoma je podobnost tudi v genskem zapisu, saj se genski zapis za katepsin V 
nahaja v bližini lokusa, ki nosi zapis za katepsin L, oba gena pa sta sestavljena iz osmih 
eksonov, ki kodirata analogni regiji za oba katepsina (21). Za razliko od katepsina L, ki je v 
telesu povsod izražen, je izražanje katepsina V omejeno na priželjc in testise, visoko izražen 
pa je tudi v epiteliju roženice (19, 20, 22). Katepsin V kot večina cisteinskih katepsinov 
deluje kot endopeptidaza in substrate cepi na sredini polipeptidne verige (6). Kljub 
podobnosti v sekvenci med katepsinoma V in L, med obema peptidazama obstajajo razlike 
v substratni specifičnosti. Katepsin L ima značilno kolagenazno aktivnost pri kislem pH-ju 
in je sposoben pretvoriti  in  obliko nativnega kolagena tipa I v  obliko, medtem ko ima 
katepsin V zelo šibko kolagenazno aktivnost in je ta pretvorba s katepsinom V minimalna 
(22). Nasprotno pa ima katepsin V med cisteinskimi katepsini najmočnejšo elastolitično 
aktivnost (17). Pri miših izražanje katepsina V še ni bilo pokazano. Na podlagi njegovega 
izražanja in funkcije ter večje podobnosti v sekvenci genov mišjega katepsina L s humanim 
katepsinom V kakor s humanim katepsinom L pa se predpostavlja, da je humani katepsin V 
funkcionalno ekvivalent mišjega katepsina L (19, 22). 
Katepsin V je udeležen tudi pri procesiranju in aktivaciji pro-katepsina C. Katepsin C, 
poznan tudi kot dipeptidil peptidaza I, se od preostale družine katepsinov loči po svoji 
homotetramerni strukturi. V začetni fazi je neaktiven katepsin C sestavljen iz enoverižne 
glikozilirane monomerne enote, ki se poveže v homodimer pro-katepsina C. Iz tega pride po 
številnih cepitvah posameznega monomera do nastanka treh domen, ki se z nekovalentnimi 
interakcijami povežejo v zrel in fiziološko aktiven homotetramer katepsina C. Pri 
procesiranju pro-katepsina C v njegovo zrelo obliko sta poleg katepsinov L in S udeležena 
tudi katepsina V in K, saj so pokazali, da pride pri inkubaciji pro-katepsina C s katepsinoma 
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V in K do nastanka peptidaznih intermediatov podobnih molekulskih mas kot s katepsinoma 
L in S (23). 
Udeleženost katepsina V so dokazali tudi pri imunskem odzivu, kjer so pokazali, da sodeluje 
pri procesiranju in aktivaciji cistatina F v citotoksičnih granulah naravnih celic ubijalk (NK 
celice) in citotoksičnih limfocitov T (CTL) (24).  
Pri patoloških procesih je katepsin V povezan z miastenijo gravis, sladkorno boleznijo tipa 
1 in nevrološkimi boleznimi (25, 26). Njegovo izražanje je povečano tudi v tkivu 
kolorektalnega raka, adenomu rektuma in raka dojk, medtem ko ga v zdravem črevesu in 
mlečnih žlezah ne najdemo (19). Spremembe v izražanju katepsina V tako predstavljajo 
enega izmed možnih načinov spremljanja napredovanja kolorektalnega raka. Zaradi svoje 
vloge pri napredovanju raka pa je katepsin V lahko tudi potencialna tarča protitumornega 
zdravljenja v onkologiji (19, 27). 
 
1.2.1 Struktura katepsina V 
Katepsin V je podobno kot papain sestavljen iz dveh enako velikih domen (leve in desne), 
ki sta strukturno podobni papainu. Desno domeno tvori zvita -ploskev, levo pa tri -
vijačnice. Obe domeni sta povezani z režo, v kateri se nahaja aktivno mesto. Struktura 
katepsina V se ujema s strukturo ostalih papainu podobnih cisteinskih peptidaz, katepsinov 
S, K in L. Od ostalih katepsinov se struktura katepsina V razlikuje predvsem po deset 
aminokislinskih ostankov dolgi zanki na površini encima, strukturnem elementu, ki se pri 
cisteinskih katepsinih pogosto razlikuje (Slika 1) (21, 28). Glede na aminokislinsko 
zaporedje vsebuje katepsin V dve mesti, na katerih lahko poteče njegova N-glikolizacija. Na 
fibrosarkomskih celicah HT1080 je bilo dokazano, da je katepsin V N-glikoliziran na mestih 
Asn221 in Asn292. Glikolizacija je pomembna za njegov transport v lizosome, sekrecijo in 
katalitično aktivnost (29). 
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Slika 1: Struktura katepsina V. Levo domeno predstvaljajo 3 vijačnice (rdeča), desno domeno 
predstavlja zvita -ploskev (zelena). Rumena, rožnata in vijolična molekula predstavljajo katalitični 
ostanek encima, siva molekula ponazarja vinil sulfonski zaviralec (PDB koda: 1FH0) (1). 
1.2.2 Mehanizem katalitičnega delovanja katepsina V 
Osrednji del katalitične enote katepsina V v aktivnem mestu tvorita aminokislinska ostanka 
Cys25 in His159, ki delujeta kot nukleofil in baza. Pred vezavo substrata tvorita tiolna 
skupina cisteina in imidazolna skupina histidina ionski par Cys − S−/𝐻𝑖𝑠 − 𝐼𝑚+. Cepitev 
peptidne vezi substrata poteče z nukleofilnim napadom tiolnega aniona cisteina na karbonilni 
C-atom substrata (Slika 2A). Pri tem nastane tetraedrični intermediat, ki ga stabilizirata 
aminokislinska ostanka Cys25 iz osnovne katalitične enote in Gln19 iz stranske verige, ki 
tvorita oksaanionski žep (Slika 2B) (21, 28). Sledi rotacija His, ki omogoča prenos protona 
od imidazolne skupine His do dušika hidrolizirane peptidne vezi in tako pride do njene 
končne cepitve. Aminski del substrata je z vodikovo vezjo vezan na His159, karboksilni del 
substrata pa je preko tioesterske vezi vezan na Cys25 (Slika 2C). Sledi disociacija aminskega 
dela substrata z encima, ki ga nadomesti molekula vode. Molekula vode napade tudi 
karbonilini C-atom aciliranega dela encima, kar privede do nastanka drugega tetraedričnega 
intermediata ter hidrolize tioesterske vezi (Slika 2D in 2E). Temu sledi sprostitev cepljenega 
substrata z encima in končna obnova aktivnega encima (Slika 3F) (28). Pomembno vlogo 
pri katalitični aktivnosti katepsina V imajo tudi nekateri drugi aminokislinski ostanki. 
Asn175 s His159 tvori vodikovo vez, kar omogoča ustrezno orientacijo His159 pri katalitični 
reakciji in vzdržuje strukturo peptidaze (21, 28). Dodatno indolni obroč Trp177, ki leži nad 
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aminokislinama His159 in Asn175, ščiti ti dve aminokislini pred topili, povezava Trp-His 
pa še dodatno stabilizira protonirano obliko histidina (21). 
 
 
Slika 2: Mehanizem katalitičnega delovanja katepsina V (28). 
1.3 ZAVIRALCI CISTEINSKIH PEPTIDAZ 
Aktivnost cisteinskih peptidaz v telesu uravnavajo endogeni zaviralci, njihovo povečano 
aktivnost pri patoloških procesih pa lahko dodatno reguliramo z uporabo eksogenih 
zaviralcev. Med endogene zaviralce uvrščamo cistatine, tiropine, propeptidne zaviralce in 
α2-makoglobulin (2, 11). Najpomembnejši med njimi so cistatini (8, 30). Eksogeni zaviralci 
katepsinov pa so lahko proteinske in neproteinske molekule, izolirane iz živali, 
mikroorganizmov, rastlin in gob, nevtralizirajoča monoklonska protitelesa ter nizko 
molekularne sintetične spojine (12). 
 
1.3.1 Endogeni zaviralci – cistatini  
Cistatini so reverzibilni, tesno prilegajoči se endogeni zaviralci družine papainskih C1 in 
legumainskih C13 cisteinskih peptidaz. Poleg regulacije aktivnosti endogenih cisteinskih 
peptidaz, lahko cistatini v telesu opravljajo tudi druge regulatorne vloge, preko katerih so 
udeleženi pri procesih napredovanja tumorjev kot so tumorska invazija, metastaziranje, 
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angiogeneza in apoptoza, sodelujejo pa tudi pri imunskem odzivu (30, 31). Glede na njihovo 
strukturo jih lahko razdelimo na tri tipe: cistatine tipa I (stefini), cistatine tipa II in cistatine 
tipa III (kininogeni). 
Cistatini tipa I (stefini), kamor uvrščamo stefina A in B, so dolgi približno 100 aminokislin, 
niso glikolizirani in v svoji strukturi ne vključujejo disulfidne vezi. Večinoma se nahajajo 
znotraj celic, lahko pa jih najdem tudi zunaj celic. 
Cistatini tipa II so zunajcelični zaviralci, sestavljeni iz približno 120 aminokislin, so 
glikolizirani in imajo v svoji strukturi najmanj dve disulfidni vezi. V to skupino cistatinov 
uvrščamo cistatine C, D, E/M, F, S, SA, SN, CRES, testatin, ter cistatine 11, 12, 13 in 14. 
Najbolj kompleksni so cistatini tipa III, kininogeni, ki so sestavljeni iz treh domen cistatinov 
tipa II. Kininogeni so okrog 350 aminokislin dolgi glikozilirani proteini in vsebujejo 8 
disulfidnih vezi. Najdemo jih v krvi in ostalih telesnih tekočinah, kjer nudijo sistemsko 
zaščito pred endogenimi in eksogenimi cisteinskimi peptidazami (30). 
 
1.3.1.1 Cistatin F 
Med endogenimi zaviralci cisteinskih peptidaz je najpomembnejši regulator aktivnosti 
cisteinskih peptidaz v citotoksičnih celicah cistatin F (31). Cistatin F (levkocistatin, cistatinu 
podoben protein povezan z metastaziranjem – CMAP) se uvršča med cistatine tipa II, vendar 
se zaradi svojih značilnosti razlikuje od preostalih cistatinov tipa II (30). Poleg zunajcelične 
lokalizacije, se cistatin F nahaja tudi znotraj celic, in sicer pretežno v imunskih celicah kot 
so neutrofilci, eozinofilci, mastociti, makrofagi, dendritične celice, CTL in NK celice. 
Cistatin F je, poleg cistatina E/M, edini glikoziliran cistatin tipa II, kar je ključno za njegovo 
prehajanje v endosome in lizosome ter privzemanje izločenega cistatina F v druge celice 
(30). Cistatin F lahko deluje in trans, kar pomeni, da se lahko cistatin F izločen iz imunskih 
celic prevzame v okoliške celice in tam vpliva na delovanje in aktivnost peptidaz (32). 
Sintetizira se v obliki dimera, povezanega z disulfidno vezjo. Takšna oblika cistatina F je 
neaktivna in se s proteolitično razgradnjo 15 aminokislin na N-terminalnem koncu pretvori 
v aktiven monomer, ki inhibira cisteinske peptidaze (33). Med drugim je pri proteolitični 
aktivaciji cistatina F udeležen katepsin V (24). Neaktivna oblika cistatina F se nahaja v 
Golgijevem aparatu, endoplazemskemu retikulumu in zunajceličnih tekočinah, medtem ko 
se aktivna oblika nahaja v lizosomih in eksosomih celic, v katere vstopi preko manoze-6-
fosfatnega receptorja (34). Aktivna monomerna oblika cistatina F inhibira delovanje 
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katepsinov F, K, L in V v nanomolarnih koncentracijah ter katepsinov S in H v višjih 
koncentracijah. Preko vezavnega mesta na nasprotni strani molekule cistatin F inhibira tudi 
asparaginsko endopeptidazo legumain (33). Poleg tega je na N-terminalnem koncu dodatno 
skrajšan cistatin F močan zaviralec katepsina C (34). 
Cistatin F je udeležen v številnih patoloških procesih, povezanih z vnetnimi procesi v telesu, 
kot so multipla skleroza, policitemija vera, sindromom kronične utrujenosti, z vnetnimi 
procesi v pljučih ter z rakom (35). V nasprotju z večino cistatinov tipa II, katerih izražanje 
je v tumorjih zmanjšano, je cistatin F povečano izražen pri kolorektalnemu raku, 
glioblastomu, melnomu in pljučnemu raku ter je povezan s povečanim metastatskim 
potencialom (30, 35). 
Poleg tega je cistatin F pomembno udeležen pri protitumorskem imunskem odzivu, kjer 
zavira citotoksičnost NK celic in CTL z modulacijo perforin/grancimske poti, ki jo te celice 
med drugim uporabljajo za ubijanje tarčnih celic (30, 31). Perforin tvori pore v membranah 
tarčnih celic in s tem omogoča vstop grancimov, serinskih peptidaz, ki v tarčnih celicah 
sprožijo celično smrt. Tako perforini kot grancimi se v citotoksičnih granulah nahajajo v 
neaktivni obliki, zato je za njihovo delovanje potrebna proteolitična aktivacija. V 
citotoksičnih granulah cistatin F inhibira katepsina C in H, ki sta udeležena pri procesiranju 
grancimov, ter katepsin L, ki s cepitvijo C-terminalnega propeptida aktivira perforin (Slika 
3) in tako zmanjša citotoksičnost citotoksičnih celic (30, 31). 
 
 
Slika 3: Vloga cistatina F in cisteinskih peptidaz pri aktivaciji efektorskih molekul v citotoksičnih 
celicah. Cistatin F se iz neaktivega dimera pretvori v aktiven monomer s cepitvijo N-terminalnega 
konca, ki jo katalizira katepsin V. Povzeto po (31). 
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1.3.2 Eksogeni zaviralci 
Najbolj znan eksogeni zaviralec katepsinov je ireverzibilni zaviralec E-64. Spojina je bila 
leta 1975 izolirana iz rastline Aspergillus Japonicus (6). Trans-eposukcinilna skupina 
zaviralca se ireverzibilno veže na tiolno skupino cisteina v aktivnem mestu in z njo tvori 
kovalentno tioetersko vez. E-64 je splošni zaviralec cisteinskih peptidaz in se pogosto 
uporablja v študijah za preučevanje zaviralcev cisteinskih peptidaz, njegova struktura pa 
predstavlja osnovo za načrtovanje novih specifičnih zaviralcev cisteinskih katepsinov z 
ožjim spektrom delovanja in večjo selektivnostjo za posamezne katepsine (6). 
Glede na mehanizem delovanja so zaviralci lahko reverzibilni ali ireverzibilni ter kovalentni 
in nekovalentni. Večina sinteznih zaviralcev vsebuje elektrofilno funkcionalno skupino, ki 
reagira s tiolatno skupino cisteina v aktivnem mestu katepsina ter peptidni fragment, ki služi 
prepoznavanju encima (6). Ireverzibilni zaviralci z aktivnim mestom proteina tvorijo 
kovalentno vez, pri čemer pride do njegove spremembe in le-ta ne more več izvajati svoje 
naravne naloge (36). Slabost ireverzibilnih zaviralcev je predvsem njihova neselektivnost, 
saj se, poleg vezave na tarčni protein, zaradi reaktivne skupine v svoji strukturi, lahko vežejo 
tudi na druge proteine, kar ima za posledico več stranskih učinkov. Ireverzibilni zaviralci so 
tako manj uporabni v terapiji, uporabni pa so v raziskovalne namene (2). Reverzibilni 
zaviralci so manj reaktivni in s peptidazami tvorijo reverzibilne intermediate, pri čemer ne 
pride do strukturne spremembe samega zaviralca. Takšni zaviralci se lahko z vezavnega 
mesta encima odstranijo z redčenjem ali dializo in so zato manj toksični (2, 36). Pri 
zaviralcih, ki v svoji strukturi vsebujejo peptidne fragmente, je problem njihova nizka 
biološka uporabnost zaradi slabšega prehajanja bioloških membran (2).  
Mehanizem delovanja zaviralca, ki ga želimo, je odvisen od namena njegove uporabe, 
vendar je iskanje novih zaviralcev predvsem usmerjeno v iskanje selektivnih nekovalentnih 
reverzibilnih zaviralcev (2). Število do sedaj znanih selektivnih in reverzibilnih zaviralcev 
katepsina V je zelo omejeno. Edina študija iz leta 2011, ki se je ukvarjala s preučevanjem 
zaviralcev katepsina V, je testirala serijo naravnih akridonskih alkaloidov. Pri tem so se 
derivati akridonskih alkaloidov izkazali kot močni, reverzibilni in kompetitivni zaviralci 
katepsina V s konstantami inhibicije v nizkem mikromolarnem območju in predstavljajo ene 
izmed možnih izhodnih spojin za razvoj novih zaviralcev katepsina V (27). 
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1.4 NAČRTOVANJE ZDRAVILNIH UČINKOVIN  
Razvoj zdravilnih učinkovin je zahteven, dolgotrajen in drag proces. Za izkazovanje 
farmakoloških učinkov se mora zdravilna učinkovina v prebavnem traktu absorbirati, 
porazdeliti po krvnem obtoku, doseči tarčno celico in preiti njeno membrano, da doseže 
tarčno molekulo. Te zahteve najlažje izpolnjujejo majhne organske molekule (≤ 500 Da), ki 
so po naravi hidrofobne, v svoji strukturi pa vsebujejo določeno število hetero atomov in 
donorjev vodikove vezi. Tarčne molekule morajo vsebovati vezavne žepe, v katere se lahko 
zdravilna učinkovina veže in so z njo strukturno (sterično in elektrostatično) 
komplementarne. Najboljše molekulske tarče so tiste, ki vsebujejo majhen, hidrofoben 
vezavni žep, ki omogoča tvorbo vodikovih vezi in drugih elektrostatičnih interakcij, ki so 
ključne za biološko funkcijo tarče. Tem kriterijem dobro ustrezajo aktivna mesta encima ter 
alosterična vezavna mesta na encimu. Značilnosti aktivnih mest encima so, da so ta majhna 
v primerjavi s celotno velikostjo encima, da so tridimenzionalna (3-D), da je začetna vezava 
med encimom in substratom nekovalentna (prisotne so vodikove, hidrofobne, elektrostatske 
in Van der Waalsove interakcije) in da je vezava substrata na encim odvisna od razporeditve 
atomov v aktivnem mestu encima. Prednost aktivnega mesta encima, kot tarče za vezavo 
zdravilne učinkovine je, da je za zaviranje delovanja encima potrebno prekiniti le majhno 
število ključnih interakcij znotraj aktivnega mesta, pri čemer zdravilni učinkovini ni 
potrebno v celoti zasesti aktivnega mesta. 
Poleg aktivnega mesta encima so lahko tarče za vezavo zdravilnih učinkovin tudi druga 
mesta t.i. alosterična vezavna mesta na tarčni molekuli, saj so za ustrezno delovanje encima 
potrebne številne interakcije s kofaktorji, kovinskimi ioni, majhnimi metaboliti in peptidi, ki 
se ne nahajajo v aktivnem mestu. Zdravilne učinkovine lahko tako z vezavo v alosterično 
mesto encima oslabijo njegovo aktivnost, kar se odraža v želenih farmakoloških učinkih 
(37). 
 
1.4.1 Virtualno rešetanje 
Še pred nekaj desetletji je odkrivanje novih zdravilnih učinkovin temeljilo na neposrednem 
odkrivanju novih spojin, ki bi izkazale biološko aktivnost proti tarčnemu proteinu, predvsem 
z uporabo metod kombinatorne kemije in rešetanja visoke zmogljivosti, kar še vedno 
predstavlja ključne pristope v farmacevtski industriji. Visoki stroški, dolgotrajen proces in 
nepoznavanje mehanizmov delovanja so privedli do uporabe racionalnega, strukturno 
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podprtega načrtovanja spojin z uporabo računalniških metod. Strukturno podprto 
načrtovanje spojin omogoča razumevanje bolezni na molekularnem nivoju in izkorišča 
poznavanje 3-D strukture biološke tarče, ki je udeležena pri bolezenskem procesu. Tak način 
omogoča preučevanje molekulskih interakcij, ki so udeležene pri vezavi liganda na protein 
(38). Danes odkrivanje novih učinkovin temelji predvsem na računalniških metodah, ki 
izmed vseh poznanih ligandov iz kemijskih knjižnic s selekcijskimi postopki izločijo 
neprimerne kandidate. Takšna metoda je virtualno rešetanje. Virtualno rešetanje omogoča 
iskanje novih spojin pri razvoju zdravilnih učinkovin s pregledom vseh znanih spojin kot 
tudi spojin, ki bi lahko bile sintetizirane de novo, z namenom prepoznati tiste spojine, ki 
izkazujejo največjo biološko aktivnost s tarčo in tako zmanjša nabor spojih, ki ga testiramo 
in vitro (38–40). 
Nabor spojin, ki se uporabljajo pri proučevanju z virtualnim rešetanjem, se nahaja v 
podatkovnih kemijskih knjižnicah. Te vsebujejo na tisoče spojin v različnih protoniranih 
stanjih in tavtomernih oblikah ter informacije, ki olajšajo načrtovanje zdravilnih učinkovin, 
napovedovanje interakcij z zdravili ter odkrivaje tarč. Primeri kemijskih knjižnic, ki se 
uporabljajo za virtualno rešetanje so Pubchem, ZINC in DrugBank (41). Pri virtualnem 
rešetanju ločimo dva pristopa; prvi temelji na poznavanju strukture ligandov (angl. ligand-
based virtual screening, LBVS), drugi pristop pa temelji na poznavanju 3-D strukture tarče 
ali kompleksa tarče z ligandom (angl. structure-based virtual screening, SBVS) (40–42). 
LBVS uporablja podatke o strukturni aktivnosti spojin iz knjižnice, tako da izmed vseh 
poišče ustrezne spojine za nadaljnjo uporabo. Pristopi, ki jih ta metoda uporablja, vključujejo 
iskanje podobnosti in podstruktur na podlagi fizikalno-kemijskih lastnosti, preučevanje 
kvantitativnega razmerja med strukturo in delovanjem (Q-SAR) tarčne spojine ter ujemanje 
farmakofora spojine s 3-D strukturo modela. To je najenostavnejša in najpogosteje 
uporabljena metoda, ki iz podatkovnih knjižnic, na podlagi fizikalno-kemijskih lastnosti, 
topoloških indeksov, molekulskih prstnih odtisov in drugih lastnosti poišče tiste tarčne 
molekule, ki so najbolj podobne biološkemu ligandu tarče (40, 43). Za uporabo tega pristopa 
ni potrebno poznavanje strukturnih lastnosti in 3-D strukture tarčnega proteina (43). 
SBVS pa temelji na poznavanju 3-D strukture tarče, ki je določena z rentgensko 
kristalografijo, jedrsko magnetno resonanco ali s homolognim modeliranjem (40, 41). Poleg 
3-D strukture tarče, je potrebno tudi poznavanje vezavnega mesta, ki je določeno 
eksperimentalno ali teoretično. Na podlagi znane 3-D strukture in vezavnega mesta tarče, 
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sledi virtualno rešetanje, računalniško iskanje biološko aktivnih spojin iz podatkovnih 
knjižnic. Najpogosteje uporabljena metoda virtualnega rešetanja pri poznani strukturi tarče 
je molekulsko sidranje (angl. docking), računalniška tehnika, ki prilega spojine iz knjižnic v 
vezavno mesto tarče in jih z uporabo cenilnih funkcij razvrsti glede na prileganje na podlagi 
njihovih afinitetnih konstant (38, 40, 41). 
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2 NAMEN DELA 
Katepsin V zaradi pomembne vloge in povečanega izražanja ter aktivnosti pri patoloških 
stanjih, vključno z rakom, predstavlja zanimivo tarčo za razvoj novih sinteznih nizko 
molekularnih zaviralcev. Z inhibicijo katepsina V bi lahko med drugim izboljšali 
učinkovitost imunoterapije raka, ki predstavlja nov pristop pri zdravljenju raka in lahko 
preseže omejitve konvencionalne terapije. Katepsin V je pri tem udeležen pri aktivaciji 
cistatina F, povečane koncentracije katerega zavirajo učinkovitost citotoksičnih celic. Z 
inhibicijo katepsina V bi tako zmanjšali aktivnost cistatina F in povečali citotoksičnost ter 
učinkovitost citotoksičnih celic, s čimer bi lahko izboljšali učinkovitost imunoterapije raka.  
Namen magistrske naloge je ovrednotiti nove zaviralce katepsina V, selekcionirane iz 
kemijskih knjižnic spojin z molekulskim sidranjem, in med njimi identificirati nove 
reverzibilne, selektivne zaviralce katepsina V, ki ne bodo toksični za celice. 
Za izbrane spojine iz kemijskih knjižnic bomo z metodo encimske kinetike določili 
sposobnost inhibicije katepsina V. Spojinam, ki bodo izkazovale najboljšo inhibicijo 
katepsina V, bomo določili še konstante in mehanizme inhibicije. Nadalje bomo za izbrane 
spojine z uporabo mikrotermoforeze ovrednotili afiniteto vezave na katepsin V. Selektivnost 
spojin za katepsin V bomo preverili z določanjem konstant in mehanizma inhibicije še za 
katepsin L. V nadaljevanju bomo določili vpliv izbranih zaviralcev na viabilnost celic 
celičnih linij K-562, TALL-104 in NK-92.  
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3 MATERIALI IN METODE 
3.1 MATERIALI 
3.1.1 Kemikalije in reagenti 
 
Kemikalija Proizvajalec 
CellTiter 96 AQueous One Solution Cell 
Proliferation Assay 
Promega, ZDA 
D-manitol Sigma Aldrich, ZDA 
DMSO ThermoFisher Scientific, ZDA 
E-64 Sigma Aldrich, ZDA 
EDTA SERVA, Nemčija 
FBS Gibco ThermoFisher Scientific, ZDA 
HCl Sigma Aldrich, ZDA 
IL-2 Bachem, Švica 
IMDM ATCC, ZDA 
L-cistein SERVA, Nemčija 
Monolith NT Protein Labeling kit RED-
NHS 
NanoTemper Technologies, ZDA 
Natrijev acetat, brezvodni Merck, Nemčija 
Ocetna kislina  VWR, ZDA 
PEG 8000 Sigma Aldrich, ZDA 
Penicilin/streptomicin Gibco ThermoFisher Scientific, ZDA 
Rekombinanti humani albumin Sigma Aldrich, ZDA 
RPMI 1640 Lonza, Švica 
Triton X-100  SERVA, Nemčija 
Trypan Blue Sigma Aldrich, ZDA 
Tween 20 Merck, ZDA 
Z-FR-AMC Bachem, Švica 
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Encim Proizvajalec 
Humani rekombinantni katepsin L Inštitut Jožef Stefan, Slovenija 
Humani rekombinantni katepsin V Inštitut Jožef Stefan, Slovenija 
 
3.1.2 Laboratorijska oprema 
 
Aparatura Proizvajalec 
Analitska tehtnica GH-252-EC A&D Instruments Ltd., Abingdon, VB 
Centrifuga Eppendorf 5424R Eppendorf, Hamburg, Nemčija 
Centrifuga Eppendorf 5804R Eppendorf, Hamburg, Nemčija 
CO2 inkubator (celični inkubator) BINDER, Tuttingen, Nemčija 
Čitalec mikrotitrskih plošč Infinite M1000 Tecan, Švica 
Dozirnik dodatno prečiščene vode Direct-
Q 5 
Merck Millipore, Massachusetts, ZDA  
Komora z laminarnim pretokom zraka; 
HerasafeTM KS Class II 
Thermo Scientific, Nemčija 
Komora za štetje celic, Neubauer 
improved bright-light 
BRAND, Wertheim, Nemčija 
Mikrocentrifuga MiniStar VWR, Dunaj, Avstrija 
Mikroskop AE31E Motic, Barcelona, Španija 
Mikrotitrska plošča Nunclon Delta 
Surface 
Nunc ThermoFisher Scientific, ZDA 
Monolith® NT.115 Capillares Nanotemper Technologies, ZDA 
Monolith® NT.115 Capillares Premium 
coated 
Nanotemper Technologies, ZDA 
Monolith® NT.115 Pico Nanotemper Technologies, ZDA 
Nanodrop 2000c, spectrophotometer Thermo scientific, Nemčija 
pH meter Seven easy Mettler Toledo, Ohio, ZDA 
Pipete Eppendorf, Hamburg, Nemčija 
Precizna tehtnica Vibra AJ Tehtnica, Železniki, Slovenija 
Vakuumska črpalka ME 2C NT Vacuubrand, Wertheim, Nemčija  
Vibracijski mešalnik Vibromix 10 Tehtnica, Železniki, Slovenija 
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Vodna kopel Julabo PURA 10 Julabo, Seelbachn, Nemčija 
 
3.1.3 Pufri 
100 mM acetatni pufer za katepsina L in V, pH=5,5 
0,45 g  ocetna kislina  
3,48 g  natrijev acetat 
0,50 g  PEG 8000  
S prečiščeno vodo dopolnimo do 500 ml in uravnamo pH na 5,5. 
 
Aktivacijski pufer za katepsine (5 mM cistein, 1,5 mM EDTA) 
30,29 mg cistein  
27,9 mg EDTA 
Dopolnimo z osnovnim pufrom za katepsina L in V do 50 ml. 
 
3.1.4 Zaviralci 
Preglednica I: Seznam zaviralcev katepsina V, ki so bili izbrani kot najboljši zadetki z molekulskim 
sidranjem, njihova molekulska masa in struktura. Spojine so bile pridobljene iz knjižnice spojin. 
Molekulsko sidranje spojin je izvedel doc. dr. Marko Jukić na Katedri za farmacevtsko kemijo, 
Fakultete za farmacijo, Univerze v Ljubljani. 
Spojina M [g/mol] Struktura 
1 342,21 
 
2 498,03 
 
3 477,61 
 
Lara Bolčina, Magistrska naloga 
Vrednotenje novih zaviralcev katepsina V 
 
18 
 
4 313,34 
 
5 435,98 
 
6 324,34 
 
7 417,51 
 
8 426,95 
 
9 434,54 
 
10 441,55 
 
11 414,29 
 
12 376,46 
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13 392,38 
 
14 281,36 
 
15 372,47 
 
16 345,42 
 
17 291,35 
 
18 406,43 
 
19 392,36 
 
20 393,76 
 
21 314,38 
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22 261,28 
 
23 400,43 
 
24 328,75 
 
25 406,41 
 
26 397,47 
 
27 449,30 
 
28 398,46 
 
Lara Bolčina, Magistrska naloga 
Vrednotenje novih zaviralcev katepsina V 
 
21 
 
Preglednica II: Seznam zaviralcev katepsina V, ki so bili izbrani na podlagi izbranih zadetkov spojin, 
ki smo jih testirali v prvi seriji, njihova molekulska masa in struktura. Spojine so bile pridobljene iz 
knjižnice spojin. Molekulsko sidranje spojin je izvedel doc. dr. Marko Jukić na Katedri za 
farmacevtsko kemijo, Fakultete za farmacijo. 
Spojina M [g/mol] Struktura 
31 367,49 
 
32 365,48 
 
33 352,48 
 
34 425,55 
 
35 349,45 
 
36 335,40 
 
37 439,49 
 
38 382,26 
 
39 291,35 
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40 382,46 
 
41 313,35 
 
42 351,42 
 
43 413,49 
 
44 385,44 
 
45 443,55 
 
46 335,45 
 
47 355,44 
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48 381,48 
 
49 348,45 
 
50 397,48 
 
51 338,41 
 
52 441,55 
 
53 359,47 
 
54 463,58 
 
55 320,39 
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3.1.5 Gojišča 
Celična linija Osnovno gojišče Kompletno gojišče 
K-562 RPMI 1640 RPMI 1640 
10 % FBS HI 
1 % penicilin/streptomicin 
 
TALL-104 IMDM  IMDM 
20 % FBS HI 
2,5 μg/ml človeški albumin 
0,5 μg/ml D-manitol 
100 U/ml IL-2 
 
NK-92 RPMI 1640 RPMI 1640 
12,5 % FBS HI 
12,5 % konjski serum 
1 % penicilin/streptomicin 
100 U/ml IL-2 
3.1.6 Celične linije 
K-562 
Celična linija izhaja iz poprsne tekočine 53 let stare ženske s kronično mieloično levkemijo. 
Linija se uporablja kot visoko občutljiva tarča za in vitro citotoksične teste na NK celicah 
(44, 45). 
TALL-104 
Celična linija TALL-104 izhaja iz periferne krvi 2 leti starega dečka z akutno limfoblastno 
levkemijo (ALL). Je od interlevkina-2 (IL-2) odvisna celična linija CTL. Celice so zelo 
citotoksične proti številnim tarčam in so sposobne uničenja tumorja in vivo in in vitro, za 
svoje delovanje pa ne potrebujejo predstavitve z molekulami poglavitnega 
histokompatibilnostnega kompleksa (46, 47). 
NK-92 
Celična linija NK-92 je celična linija NK celic naravnih celic ubijalk, ki je odvisna od IL-2. 
Izhaja iz periferne krvi 50 letnega moškega z malignim ne-Hodkinovim limfomom. NK-92 
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celice se po obsevanju, ki prepreči proliferacijo, lahko učinkovito uporabljajo za imunološko 
ex vivo odstranjevanje levkemičnih celic iz krvi, brez ogrožanja funkcije hematopoetskih 
celic. Celična linija je citotoksična za širok spekter malignih celic; uniči tako K-562 celice 
kot Daudi celice (48, 49). 
 
3.2 METODE 
3.2.1 Encimska kinetika 
Testi encimske kinetike temeljijo na spremljanju razgradnje fluorogenih sintetičnih 
substratov, pri čemer pride po razgradnji substrata do porasta fluorescence. V ta namen se 
pogosto uporabljajo substrati, ki imajo kot fluorofor vezan 7-amino-4-metilkumarinski 
fragment. Pri njegovi hidrolizi se sprosti 7-amino-4-metilkumarin (AMC), ki močno 
fluorescira. Nastajanje fluorescenčnega produkta lahko spremljamo fluorimetrično pri 
valovni dolžini 460 nm ± 10 nm, z vzbujanjem pri valovni dolžini 380 nm ± 20 nm in pri 
temperaturi 37 °C na čitalcu mikrotitrskih plošč Tecan Infinite M1000, s programom 
Magellan 7.2. SP1. Kot sintetični substrat za spremljanje aktivnosti katepsinov V in L smo 
uporabili Z-Phe-Arg-AMC (Z-FR-AMC). 
 
Slika 4: Reakcijska shema razgradnje substrata Z-FR-AMC in nastanka 7-amino-4-metilkumarina, 
po proteolitični cepitvi s cisteinsko peptidazo. 
 
3.2.1.1 Določanje relativne inhibicije (Ri) katepsinov V in L v prisotnosti zaviralcev 
Eksperimentalno delo: Zaviralce smo pripravili v 1 mM koncentraciji z raztapljanjem v 
DMSO. V vdolbinice črne mikrotitrske plošče Nunclon™ Delta Surface s 96 vdolbinicami, 
smo dodali 5 μl substrata Z-FR-AMC s končno koncentracijo 2 μM ter 5 μl posameznega 
zaviralca s končno koncentracijo 50 μM. Reakcijo smo sprožili z dodatkom 90 μl encima v 
aktivacijskem pufru z 0,01 % Tritonom X-100 s končno koncentracijo 2,5 ng/ml za katepsin 
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V oziroma 0,02 nM za katepsin L, po predhodni aktivaciji 5 min pri 37 °C. Takoj po dodatku 
encima smo začeli z meritvijo fluorescence. Vse reakcijske mešanice so vsebovale 5 % (v/v) 
DMSO. Meritve smo izvajali v treh paralelah in vsaj dveh ponovitvah. 
Sočasno smo na mikrotitrski plošči izvajali tudi kontrolne reakcije:  
- Slepa kontrola: 
5 μl  substrata (končna koncentracija v testu 2 μM) 
5 μl  DMSO 
90 μl  aktivacijskega pufra brez encima  
- Negativna kontrola:  
5 μl  substrata (končna koncentracija v testu 2 μM) 
5 μl  DMSO 
90 μl  encima v aktivacijskem pufru 
- Pozitivna kontrola:  
5 μl  substrata (končna koncentracija v testu 2 μM) 
5 μl  zaviralca E-64 (končna koncentracija v testu 10 μM) 
90 μl  encima v aktivacijskem pufru  
 
Triton X-100, ki smo ga dodali k aktivacijskemu pufru, je površinsko aktivna snov, ki 
prepreči nastanek molekularnih agregatov zaviralcev. V primeru nastanka agregatov se nanje 
lahko adsorbirajo molekule encima, kar povzroči navidezno inhibicijo encima, to pa 
predstavlja lažno pozitiven rezultat (50). 
Relativno inhibicijo (%) smo izračunali po enačbi (Enačba 1): 
Relativna inhibicija (%) = (1 −
vi
v0
)  x 100                                Enačba 1 
 
𝑣𝑖 hitrost encimske reakcije ob prisotnosti zaviralca 
𝑣0 hitrost encimske reakcije brez prisotnosti zaviralca 
 
3.2.1.2 Določanje konstante inhibicije (Ki) zaviralcev katepsinov V in L 
Eksperimentalno delo: Za določanje Ki izbranih zaviralcev smo v vdolbinice črne 
mikrotitrske plošče dodali 5 μl substrata v treh različnih koncentracijah: 0,5 μM, 1 μM in 4 
μM (končne koncentracije v testu). K posameznim koncentracijam substrata smo dodali 5 μl 
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posameznega zaviralca v šestih različnih končnih koncentracijah: 20, 40, 60, 80, 100 in 200 
μM (Slika 5). Reakcijo smo sprožili z dodatkom 90 μl encima, ki smo ga predhodno aktivirali 
5 min pri 37 °C v aktivacijskem pufru (končna koncentracija 2,5 ng/ml za katepsin V 
oziroma 0,02 nM za katepsin L). Takoj po dodatku encima smo začeli z meritvijo 
fluorescence. Vse meritve smo izvajali v dveh paralelah in vsaj dveh ponovitvah. Vse 
reakcijske mešanice so vsebovale 5 % (v/v) DMSO. Vrednosti Ki in mehanizme inhibicije 
smo določili s programom SigmaPlot® 11, Enzyme Kinetics Module™ 1.3. 
 
Substrat 0,5 µM 1 µM 4 µM 
 
1 + 2 3 + 4 5 + 6 
A Slepa kontrola: S + DMSO + AP 
B Negativna kontrola: S + DMSO + KV 
C S + INH 20 µM + KV 
D S + INH 40 µM + KV 
E S + INH 60 µM + KV 
F S + INH 80 µM + KV 
G S + INH 100 µM + KV 
H S + INH 200 µM + KV 
 
Slika 5: Shema nanosa vzorcev na mikrotitrsko ploščo pri določanju Ki. S substrat, AP aktivacijski 
pufer, INH zaviralec, KV katepsin V. 
 
3.2.2 Določanje afinitete vezave z mikrotermoforezo 
Mikrotermoforeza (MST) je kvantitativna analiza, ki omogoča preiskovanje proteinskih 
interakcij v raztopini. Tehnika temelji na gibanju molekul v temperaturnem gradientu – 
termoforezi, znotraj tanke steklene kapilare, ki ga povzroči infrardeči (IR) laser (Slika 6A) 
(51–54). Po vklopu laserja pride v manj kot sekundi do segrevanja vzorca pri čemer se 
temperatura v območju vzorca, ki ga neposredno osvetljuje IR žarek, dvigne za 2-6 K v 
primerjavi s preostalim delom vzorca, kar povzroči nastanek temperaturnega gradienta (53, 
55). Pri tem se molekule iz segretega območja kapilare premaknejo na hladnejše območje, 
zaradi česar se na področju z višjo temperaturo zmanjša koncentracija molekul, dokler se z 
masno difuzijo ne vzpostavi ravnotežno stanje (10-30 s). 
Za spremljanje gibanja molekul uporabljamo merjenje bodisi intrinzične fluorescence, ki jo 
oddajajo triptofani v proteinih in peptidih, bodisi fluorescence po fluorescentnem 
Stolpec 
 Vrstica 
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označevanju ene izmed vezavnih molekul (51, 53, 55). Po vezavi liganda na tarčno 
fluorescentno označeno molekulo pride do spremembe gibanja v temperaturnem polju, saj 
je gibanje molekul v temperaturnem gradientu odvisno od velikosti, naboja na površini in 
hidratacijskega ovoja molekul (52, 54). MST metoda tako omogoča določanje afinitetnih 
konstant, encimske aktivnosti ter modifikacij proteinov in nukleinskih kislin. Metoda je 
enostavna in hitra, zanjo so potrebne majhne količine vzorca, ne potrebuje imobilizacije 
molekul na površino, odziv molekul pa lahko spremljamo v pufru, celičnem ekstraktu ali 
krvnem serumu (52, 54). Signal, dobljen pri MST meritvi, lahko razdelimo na posamezne 
časovne enote glede na segrevanje z IR laserjem (Slika 6B) (54, 55): 
- Začetna fluorescenca (fluorescenca vzorca pred segrevanjem) 
- Temperaturni skok »T-jump« (padec fluorescence vzorca takoj po vklopu IR-laserja, 
preden pride do gibanja molekul v temperaturnem gradientu) 
- Termoforeza (sprememba fluorescence zaradi gibanja molekul v temperaturnem 
gradientu) 
- Inverzni temperaturni skok (povečevanje fluorescence po izkopu IR-laserja) 
- Obratna difuzija (obnova fluorescence zaradi masne difuzije po izklopu IR-laserja)  
Vsaka posamezna faza vsebuje podatke o afiniteti in mehanizmu vezave molekul (55). 
Metodo MST smo uporabili za določanje konstante disociacije (Kd) katepsinov V in L v 
prisotnosti zaviralca. 
 
 
Slika 6: MST analiza. A: Vzorec znotraj kapilare se lokalno segreje zaradi žarka IR-laserja, ki preko 
IR dikroičnega ogledala potuje skozi isto optiko, ki se uporablja za detekcijo signala (fluorescence). 
B: Shematični prikaz časovnega poteka fluorescence. Začetna fluorescenca upade takoj po vklopu 
IR-laserja (t = 5s). Upad fluorescence je posledica premika molekul iz segretega območja na 
hladnejše področje kapilare zaradi temperaturnega gradienta. Po izklopu laserja pride do ponovne 
difuzije molekul na prvotno mesto in porast fluorescence. Povzeto po (56). 
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3.2.2.1 Označevanje katepsinov V in L 
Katepsina V in L smo označili z uporabo fluorescentnega barvila NT-647-NHS iz kompleta 
za označevanje proteinov Monolith NT™ Protein labeling RED - NHS (NanoTemper 
Technologies) po navodilih proizvajalca. Barvilo NT-647-NHS tvori stabilne konjugate s 
primarnimi amini, ki se nahajajo na lizinskih ostankih proteina in so lahko dostopni za 
različna topila, ter so zato primerni za označevanje. Fluorescenco barvila NT-647-NHS 
spremljamo pri valovni dolžini 670 nm z vzbujanjem pri valovni dolžini 650 nm (57). 
Eksperimentalno delo: Pripravili smo 100 μL 10 μM encima v pufru za označevanje ter mu 
dodali 100 μL 30 μM barvila NT-647-NHS. Barvilo smo predhodno raztopili v DMSO ter 
ga s pufrom za označevanje redčili do 30 μM (trikratni presežek glede na koncentracijo 
encima). Encim smo označevali 30 min pri sobni temperaturi in zaščiteno pred svetlobo. Po 
inkubaciji smo z gelsko filtracijo ločili nevezano barvilo od označenega proteina. Za spiranje 
kolone smo uporabili osnovni 100 mM acetatni pufer s pH 5,5. Zbranim frakcijam smo na 
Pico-detektorju Monolith NT.115 instrumenta pomerili intenziteto fluorescence pri 20 % 
LED ekscitaciji, ki je dala odziv 8000 enot brez zaznane adsorpcije in agregatov. Izbrane 
frakcije smo združili in koncentracijo proteina določili spektrofotometrično z merjenjem 
absorbance pri 280 nm na Nanodropu. 
3.2.2.2. Optimizacija pogojev MST 
V prvem koraku smo v preliminarnih testih ovrednotili intenziteto fluorescence označenega 
encima in določili najustreznejše pogoje, pri katerih ni prihajalo do adsorpcije vzorca na 
kapilare, tvorbe agregatov v kapilarah in variacij fluorescence (58). Pri tem smo spremljali 
le obnašanje označenega katepsina V oziroma L v temperaturnem gradientu. 
Eksperimentalno delo: Aktivacijskemu pufru smo, da bi preprečili adsorpcijo označenega 
proteina na kapilaro, dodali 0,1 % Triton X-100. Označen protein smo redčili v 
aktivacijskem pufru z dodanim 0,1 % Tritonom X-100 do koncentracije 5 nM in ga aktivirali 
5 min pri 37 °C. Nastale agregate smo odstranili s centrifugiranjem 10 min pri 16000 rpm. 
Vsak vzorec smo nanesli v 2 kapilari. Meritve smo izvedli s standardnimi kapilarami 
(Monolith NT. 115) na Monolith® NT.115 Pico Red pri 60 % jakosti ekscitacije in srednji 
moči MST laserja. 
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3.2.2.3 Test vezave liganda  
S testom vezave smo preverili, če pride do vezave zaviralca na označen encim in ali je 
potrebna dodatna optimizacija pogojev pred izvedbo testa afinitete vezave. 
Eksperimentalno delo: Pripravili smo 20 µL 5 % raztopine DMSO v aktivacijskem pufru z 
0,1 % Tritonom X-100 (t.i. pufer za ligand), 20 µL 1 mM raztopine zaviralca (končna 
koncentracija 500 µM) v aktivacijskem pufru z 0,1 % Tritonom X-100 in jima dodali 40 µL 
5 nM raztopine označenega encima v aktivacijskem pufru z 0,1 % Tritonom X-100, ki smo 
ga predhodno aktivirali 5 min pri 37 °C. Po centrifugiranju 10 min na 16000 rpm smo 
previdno napolnili 4 standardne kapilare z raztopino DMSO in encima ter 4 standardne 
kapilare z raztopino zaviralca in encima. Test smo izvedli za vsak zaviralec posebej. Meritve 
smo izvedli s standardnimi kapilarami (Monolith NT. 115) na Monolith® NT.115 Pico Red 
pri 60 % jakosti ekscitacije in srednji moči MST laserja.  
 
3.2.2.4 Test afinitete vezave 
Za kvantifikacijo afinitete vezave zaviralec-encim smo s testom afinitete vezave določili 
konstante disociacije (Kd). 
Eksperimentalno delo: Pripravili smo 20 µL 1 mM raztopine zaviralca v aktivacijskem pufru 
z 0,1 % Tritonom X-100. S pufrom za ligand smo pripravili 16 zaporednih redčitev zaviralca 
(Slika 7). Vsaki redčitvi smo dodali raztopino encima v aktivacijskem pufru z 0,1 % 
Tritonom X-100 s končno koncentracijo 5 nM, ki smo jo predhodno aktivirali 5 min pri 37 
°C in centrifugirali 10 min na 16000 rpm. Po centrifugiranju smo previdno napolnili 16 
standardnih kapilar z raztopino iz vsake mikrocentrifugirke. Meritve smo izvedli s 
standardnimi kapilarami (Monolith NT. 115) na Monolith® NT.115 Pico Red pri 60 % 
jakosti ekscitacije in srednji moči MST laserja. Vse meritve smo izvedli v vsaj dveh 
ponovitvah. Afiniteto vezave, ki smo jo izrazili kot Kd, smo določili s prileganjem 
normalizirane fluorescence (Fnorm), ki smo jo izračunali kot razmerje med fluorescenco po 
termodifuziji in začetno fluorescenco pri naraščajočih koncentracijah zaviralca. Podatke smo 
obdelali z uporabo programa MO Affinity Analysis Software (Nanotemper).  
 
 
Slika 7: Shema redčenja zaviralca. 
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3.2.3 Vpliv zaviralcev na viabilnost celic 
 
3.2.3.1 Odmrzovanje celic  
Celice smo prenesli iz tekočega dušika in jih odtajali v vodni kopeli na 37 °C. Odmrznjene 
celice smo takoj resuspendirali v 9 ml gojišča in jih centrifugirali 7 min pri 150 g. Celice je 
potrebno takoj po odmrzovanju prenesti v gojišče, da preprečimo toksične učinke DMSO, 
ki je v gojišču za zamrzovanje prisoten v višji koncentraciji. Odstranili smo supernatant in 
celice resuspendirali v 10 ml kompletnega gojišča ter jih prenesli v posodo za gojenje celic. 
Celice smo gojili v inkubatorju pri 37 °C in 5 % CO2. 
 
3.2.3.2 Gojenje celic 
Celice smo gojili v inkubatorju pri 37 °C in 5 % CO2. Celice smo redčili na vsaka 2-3 dni, 
odvisno od celične linije, in ustrezno uravnavali njihovo gostoto. 
 
3.2.3.3 Štetje celic 
Število celic smo določili s citometrom pod svetlobnim mikroskopom. Celice smo obarvali 
z barvilom Trypan blue, ki omogoča ločevanje živih in mrtvih celic. Barvilo prehaja v mrtve 
oziroma poškodovane celice in jih zato pod svetlobnim mikroskopom vidimo v modri barvi. 
10 µl barvila Trypan blue smo dodali 10 µl celične suspenzije ter 10 µl suspenzije prenesli 
na »Brand®, Blaubrand® Neubauer improved« komoro za štetje celic. Pod mikroskopom 
smo prešteli samo neobarvane - žive celice in njihovo število izračunali po enačbi: 
 
število celic/ml = 
𝑁1+𝑁2+𝑁3+𝑁4
4
× 𝑅 × 104                                Enačba 2 
 
N1, N2, N3, N4 število živih celic v posameznem kvadrantu 
R   faktor redčenja 
104   faktor, ki upošteva volumen števne komore 
 
3.2.3.4 Test citotoksičnosti 
S testom citotoksičnosti smo preučevali vpliv izbranih zaviralcev na preživetje celic. V ta 
namen smo izvedli kolorimetrični test z uporabo reagenta The CellTiter 96® AQueous One 
Solution Cell Proliferation Assay (Promega). Test temelji na celični redukciji tetrazolijeve 
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soli (MTS) v obarvan produkt formazan (Slika 8). Pretvorba poteka pod vplivom NADH ali 
NADPH, ki ju sintetizirajo dehidrogenazni encimi v živih celicah. Količina nastalega 
formazana je sorazmerna številu živih celic in jo določimo spektrofotometrično z merjenjem 
absorbance pri valovni dolžini 490 nm (59). 
 
Slika 8: Pretvorba MTS v formazan pri določanju celične viabilnost (59). 
Vpliv zaviralcev na viabilnost celic smo določili na treh celičnih linijah K-562, TALL-104 
in NK-92. 
Eksperimentalno delo: V vdolbinice mikrotitrske plošče s 96 vdolbinicami smo nasadili 1 x 
104, 1 x 105 oziroma 2,5 x 104 celic K-562, TALL-104 oziroma NK-92 v kompletnem 
gojišču. Celicam smo dodali raztopine zaviralcev s končnimi koncentracijami 2,5 µM, 5 µM, 
10 µM in 20 µM. Kot negativno kontrolo smo pri poskusu uporabili DMSO (0,1 %). Vse 
mešanice so vsebovale 0,1 % DMSO. Celice smo v prisotnosti zaviralcev inkubirali 24 h pri 
37 °C. Po 24 h smo dodali 10 µl reagenta MTS in inkubirali pri 37 °C. Po končani inkubaciji 
smo izmerili absorbanco nastalega obarvanega produkta formazana pri valovni dolžini 490 
nm na čitalcu mikrotitrskih ploščič Tecan Infinite M1000 s programom Magellan 7.2. SP1. 
Vse meritve smo izvedli v štirih paralelah in vsaj dveh neodvisnih ponovitvah. Delež živih 
celic v prisotnosti zaviralcev smo izrazili kot razmerje absorbanc v prisotnosti zaviralca v 
primerjavi z absorbanco v prisotnosti DMSO. 
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4 REZULTATI 
4.1 ENCIMSKA KINETIKA 
4.1.1 Določanje relativne inhibicije katepsinov V in L v prisotnosti zaviralcev 
Spojinam, identificiranim kot potencialni zaviralci katepsina V na podlagi molekulskega 
sidranja spojin v aktivno mesto katepsina V, smo določili sposobnost inhibicije katepsina V. 
Molekulsko sidranje spojin je bilo izvedeno na Katedri za farmacevtsko kemijo, Fakultete 
za farmacijo, Univerze v Ljubljani, z orodjem OpenEye OEDocking, Prepare Receptor 
software. Za sidranje so bile uporabljene spojine iz virtualnih kemijskih knjižnic 
komercialno dostopnih spojin različnih ponudnikov VitasM, Enamine, ChamBridge, Life 
Chemicals, ChemDIV, UORSY, Otava, InterBioScreen, ki so bile ustrezno pripravljene za 
molekulsko sidranje. Spojine, ki so bile najboljši zadetki pri molekulskem sidranju, smo 
naročili in jim določili relativno inhibicijo katepsina V (spojine 1-28, spojine 1. serije). 
Dodatno smo določili še vpliv spojin na inhibicijo katepsina L, da bi lahko ovrednotili 
njihovo selektivnost za inhibicijo katepsina V. 
Vpliv spojin na katepsin V in L smo določali z uporabo substrata Z-FR-AMC. Kot negativno 
kontrolo smo uporabili DMSO in substrat v aktivacijskem pufru s katepsinom, kot pozitivno 
kontrolo pa smo uporabili splošni zaviralec cisteinskih peptidaz E-64. Rezultati so prikazani 
v obliki stolpičnih diagramov in predstavljajo odstotek inhibicije katepsina ob prisotnosti 
posameznega zaviralca (Sliki 9 in 10). 
Na podlagi dobljenih rezultatov smo izbrali spojine, ki so najmočneje inhibirale katepsin V. 
V nadaljnje testiranje smo vključili spojine, ki so katepsin V inhibirale za najmanj 20 %. 
Izmed 28 testiranih spojin smo tako izbrali 7 spojin: 4, 6, 7, 21, 22, 26 in 28 (Slika 9, 
Preglednica Ⅲ), izmed njih je katepsin V najbolj inhibirala spojina 21. Spojine 3 nismo 
vključili v nadaljnje testiranje, saj so pri njej visoke vrednosti relativne inhibicije verjetno 
posledica interference s testom. 
Poleg spojin, ki so izkazovale inhibicijo katepsina V, smo v nadaljnje testiranje dodatno 
vključili še spojine, ki so učinkovito inhibirale aktivnost katepsina L. Dodatno smo tako v 
nadaljnje testiranje vključili še spojini 2 in 5 (Slika 10, Preglednica Ⅲ). 
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Slika 9: Povprečna relativna inhibicija (%) katepsina V ob prisotnosti spojin, ki so bile izbrane kot 
najboljši zadetki z molekulskim sidranjem. Oranžni stolpci označujejo spojine, ki inhibirajo katepsin 
V za več kot 20 % in smo jih zato izbrali za nadaljnje testiranje. Rezultati so predstavljeni kot 
povprečna vrednost ± STDEV (n = 3). 
 
 
Slika 10: Povprečna relativna inhibicija (%) katepsina L ob prisotnosti spojin, ki so bile izbrane kot 
najboljši zadetki z molekulskim sidranjem. Oranžni stolpci označujejo spojine, ki inhibirajo katepsin 
L za več kot 20 % in smo jih zato izbrali za nadaljnje testiranje. Rezultati so predstavljeni kot 
povprečna vrednost ± STDEV (n = 3). 
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Preglednica III: Strukture spojin, ki smo jih izbrali za nadaljnje testiranje s podano molekulsko maso 
in odstotkom relativne inhibicije katepsina V in katepsina L. 
Sp. Struktura M [g/mol] 𝑹𝒊𝑲𝑽 [%] 𝑹𝒊𝑲𝑳 [%] 
E-64 
 
357,4 101,41 ± 2,17 99,95 ± 0,05 
2 
 
498,03 16,43 ± 0,33 19,97 ± 2,20 
4 
 
313,34 20,25 ± 6,05 23,47 ± 2,16 
5 
 
435,98 -5,76 ± 7,04 30,32 ± 5,51 
6 
 
324,34 33,53 ± 0,73 40,26 ± 4,54 
7 
 
417,51 32,96 ± 1,46 12,12 ± 1,82 
21 
 
314,38 101,25 ± 1,81 100,00 ± 0,05 
22 
 
261,28 25,30 ± 4,13 15,29 ± 2,94 
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4.1.2 Določanje konstante inhibicije zaviralcev katepsinov V in L 
Z metodami encimske kinetike smo za izbrane spojine določili konstante in mehanizme 
inhibicije za katepsina V in L (Preglednica Ⅳ). Z določanjem konstante inhibicije zaviralcev 
na katepsinu L smo preverili selektivnost zaviralcev za katepsin V. 
Izmed izbranih spojin so imele najnižjo konstanto inhibicije za inhibicijo katepsina V spojine 
26 (Ki = 8,02 ± 0,02 µM), 28 (Ki = 68,3 ± 4,6 µM) in 7 (Ki = 88,7 ± 10,2 µM). Ostale 
spojine so imele višje konstante inhibicije in so slabše inhibirale katepsin V. Spojini 21 
konstante in mehanizma inhibicije ni bilo mogoče določiti, ker je v vseh uporabljenih 
koncentracijah popolnoma zavirala aktivnost katepsina. Spojini 7 in 26 izkazujeta 
kompetitivni mehanizem inhibicije, medtem ko izkazuje spojina 28 nekompetitiven 
mehanizem. 
Izmed testiranih spojin so se kot najboljši zaviralci katepsina L izkazale spojine 26 (Ki = 9,9 
± 0,9 µM), 5 (Ki' = 11,2 ± 0,1 µM) in 4 (Ki = 84,3 ± 4,0 µM). Ostale spojine so imele višje 
konstante inhibicije in so tako slabši zaviralci katepsina L. Spojini 4 in 26 izkazujeta 
kompetitivni mehanizem inhibicije, medtem ko ima spojina 5 akompetitiven tip inhibicije. 
Spojinama 2 in 5 smo konstante inhibicije določili le za inhibicijo katepsina L, saj so 
izkazovale nizko relativno inhibicijo katepsina V (Slika 9, Preglednica III).  
Spojini 4 in 5 imata nizki Ki za inhibicijo katepsina L, medtem ko katepsina V ne inhibirata, 
kar nakazuje na njuno selektivnost za katepsin L. Po drugi strani pa spojini 7 in 28 selektivno 
zavirata aktivnost katepsina V z nizkimi Ki. Spojina 7 ne inhibira katepsina L, konstanta 
inhibicije spojine 28 pa je več kot 3-krat nižja za katepsin V kot za katepsin L. Spojina 26 ni 
selektivna za posamezen katepsin, saj ima za oba katepsina V in L podobne vrednosti Ki in 
ima v obeh primerih tudi enak mehanizem delovanja (kompetitivna inhibicija). 
26 
 
397,47 83,05 ± 6,85 83,74 ± 0,96 
28 
 
 
398,46 
 
31,73 ± 5,09 22,61 ± 5,12 
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Za nadaljnje testiranje smo, na podlagi konstante in mehanizma inhibicije ter selektivnosti, 
izmed vseh testiranih spojin izbrali spojine 7, 26 in 28, kot najboljše zaviralce katepsina V, 
ter spojino 5, kot najboljši zaviralec katepsina L. 
 
Preglednica IV: Konstante in mehanizmi inhibicije izbranih spojin za katepsina V in L. 
 Katepsin V Katepsin L 
Sp. Ki [µM] Ki' [µM] 
Mehanizem 
inhibicije 
Ki [µM] Ki' [µM] 
Mehanizem 
inhibicije 
2 / 
117,0 ± 
31,6 
 Kompetitivni 
4 
352,2 ± 
78,6 
 Kompetitivni 
84,3 ± 
4,0 
 Kompetitivni 
5 /  
11,2 ± 
0,1 
Akompetitivni 
6 
371,3 ± 
86,1 
 Kompetitivni 
635,2 ± 
166,7 
 Kompetitivni 
7 
88,7 ± 
10,2 
 Kompetitivni Ni inhibicije 
21 / / 
22 
159,3 ± 
3,8 
 Kompetitivni 
235,8 ± 
10,3 
 Kompetitivni 
26 
8,02 ± 
0,02 
 Kompetitivni 9,9 ± 0,9  Kompetitivni 
28 68,3 ± 4,6 Nekompetitivni 
248,6 ± 
29,8 
 Kompetitivni 
/ - konstante inhibicije nismo določili 
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4.1.3 Inhibicija katepsinov V in L v prisotnosti spojin izbranih na podlagi predhodno 
identificiranih najboljših zaviralcev  
Na podlagi dobljenih rezultatov in strukturnih lastnosti spojin, ki so izkazovale najboljšo 
inhibicijo katepsina V, smo v celotni knjižnici komercialno dostopnih spojin poiskali 
podobne spojine in za nadaljnje testiranje izbrali novih 25 spojin s podobnimi strukturnimi 
lastnostmi (spojine 31-55, spojine 2. serije). 
Podobno kot pri prvi seriji spojin smo tudi za te spojine najprej določili relativno inhibicijo 
katepsinov V in L. Izmed testiranih spojin smo nato izbrali tiste, ki so zmanjšale aktivnost 
katepsina V za vsaj 20 % in jim v nadaljevanju določili Ki. Na podlagi relativne inhibicije 
smo tako za nadaljnje testiranje izbrali spojine 34, 43, 45, 51, 52, dodatno smo v nadaljnje 
testiranje vključili še spojini 42 in 44, ki sta inhibirali aktivnost katepsina V za ~17 % (Slika 
11). 
 
Slika 11: Povprečna relativna inhibicija (%) katepsina V ob prisotnosti spojin, ki so bile izbrane na 
podlagi struktur predhodno identificiranih najboljših zaviralcev. Oranžni stolpci označujejo spojine, 
ki inhibirajo katepsin V za več kot 20 % in smo jih zato izbrali za nadaljnje testiranje. Rezultati so 
predstavljeni kot povprečna vrednost ± STDEV (n = 4).  
 
Katepsin L je najmočneje inhibirala spojina 34, ostale spojine pa so katepsin L inhibirale za 
manj kot 20 % (Slika 12). Testirane spojine druge serije so v primerjavi s spojinami prve 
serije slabše zavirale aktivnost katepsina L, saj so bile izbrane spojine že v osnovi bolj 
selektivne za delovanje na katepsin V.  
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Slika 12: Povprečna relativna inhibicija (%) katepsina L ob prisotnosti spojin, ki so bile izbrane na 
podlagi struktur predhodno identificiranih najboljših zaviralcev. Oranžni stolpci označujejo spojine, 
ki inhibirajo katepsin L za več kot 20 % in smo jih zato izbrali za nadaljnje testiranje. Rezultati so 
predstavljeni kot povprečna vrednost ± STDEV (n = 2). 
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Preglednica V: Strukture izbranih zaviralcev 2. serije s podano molekulsko maso in odstotkom 
relativne inhibicije katepsina V in katepsina L. 
Sp. Struktura M [g/mol] 𝑹𝒊𝑲𝑽 [%] 𝑹𝒊𝑲𝑳 [%] 
E-64 
 
357,4 99,20 ± 1,12 100,11 ±0,23 
34 
 
425,55 29,25 ± 6,99 20,95 ± 7,23 
42 
 
351,42 17,08 ± 7,22 6,07 ± 0,69 
43 
 
413,49 27,59 ± 8,71 12,38 ± 0,68 
44 
 
385,439 17,67 ± 6,06 4,16 ± 0,93 
45 
 
443,547 21,57 ± 4,62 3,54 ± 3,14 
51 
 
338,407 20,37 ±14,48 5,74 ± 3,56 
52 
 
441,55 22,91 ± 0,97 12,92 ± 0,47 
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Izmed izbranih spojin 2. serije sta imeli najnižjo konstanto inhibicije za inhibicijo 
katepsina V spojini 43 (Ki' = 21,2 ± 2,0 µM) in 45 (Ki = 155,8 ± 3,4 µM). Ostale spojine so 
izkazale slabšo aktivnost in so imele višje konstante inhibicije. Spojini 34 nismo uspeli 
določiti Ki, ker je pri njej prišlo pri višjih koncentracijah do interference z uporabljenim 
testom in je prisotnost spojine ovirala spektrofotometrično spremljanje nastanka 
fluorescenčnega razgradnega produkta substrata. Spojini 43 in 45 sta izmed izbranih spojin 
najmočneje inhibirali tudi katepsin L, kljub temu pa sta spojini bolj selektivni za katepsin V. 
Spojina 43 je približno 22-krat bolj selektivna za katepsin V, pri čemer je katepsin V 
inhibirala preko akompetitivnega mehanizma inhibicije, katepsin L pa preko kompetitivnega 
mehanizma. Spojina 45 je bila 2-krat bolj selektivna za katepsin V, oba katepsina pa je 
inhibirala po nekompetitivnem mehanizmu (Preglednica Ⅵ). 
Preglednica VI: Konstante in mehanizem inhibicije izbranih spojin 2. serije za katepsina V in L. 
 Katepsin V Katepsin L 
Sp. Ki [µM] Ki' [µM] 
Mehanizem 
inhibicije 
Ki [µM] Ki'[µM] 
Mehanizem 
inhibicije 
34 / / 
42 
403,0 ± 
79,7 
 Kompetitivni 725,7 ± 142,3 Nekompetitivni 
43  
21,2 ± 
2,0 
Akompetitivni 
454,0 ± 
69,1 
 Kompetitivni 
44 612,5 ± 23,9 Nekompetitivni Ni inhibicije 
45 155,8 ± 3,4 Nekompetitivni 319,2 ± 28,6 Nekompetitivni 
51 
1187,2 ± 
468,0 
 Kompetitivni 
1191,2 ± 
357,4 
 Kompetitivni 
52 
303,0 ± 
11,3 
 Kompetitivni 
546,4 ± 
114,4 
 Kompetitivni 
/ - konstante inhibicije nismo določili zaradi interference s testom 
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4.2 DOLOČANJE AFINITETE VEZAVE Z MIKROTERMOFOREZO 
Izbranim spojinam 5, 7, 26 in 28 smo, da bi potrdili afiniteto vezave, z metodo MST določili 
konstante disociacije (Kd) za katepsina V in L. Iz dobljenih rezultatov lahko potrdimo 
vezavo vseh štirih spojin na katepsina V in L (Sliki 13, 14). Vrednosti Kd so pri večini spojin 
v enakem koncentracijskem območju kot njihove Ki, ki smo jih določili z metodo encimske 
kinetike, vendar so med njimi tudi določene razlike. Pri katepsinu V so vrednosti Kd 
nekoliko višje v primerjavi s Ki vrednostmi, dobljenimi z encimsko kinetiko, razlika pa je 
največja pri spojini 26, kjer je vrednost Kd kar 46-krat višja od vrednosti Ki. Spojina 28 je 
imela vrednost Kd približno 4-krat višjo od vrednosti Ki. Izmed spojin, ki so bile dobri 
zaviralci katepsina V, je bila najnižja vrednosti Kd pri spojini 7, ki se je tudi pri encimski 
kinetiki izkazala kot močan zaviralec katepsina V. Nasprotno pa je imela spojina 5, ki pri 
encimski kinetiki ni inhibirala katepsina V, najnižjo Kd določeno z MST. 
Vrednost Kd spojine 5 za vezavo na katepsin L je bila 24-krat nižja v primerjavi z vrednostjo 
Ki, obe vrednosti pa se pri spojini 26 značilno ne razlikujeta. Zanimivo pa je imela tudi 
spojina 7, ki pri encimski kinetiki ni inhibirala katepsina L, nizko Kd. Vrednosti Kd na 
katepsinu L za spojno 28 nismo določili. 
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Slika 13: MST analiza vezave zaviralcev na fluorescenčno označen katepsin V. Rezultati so 
predstavljeni kot Kd vrednosti. A: Časovni potek spremembe fluorescence med MST analizo, ki smo 
ga uporabili za izračun normalizirane fluorescence. B: Krivulje odvisnosti normalizirane 
fluorescence od koncentracij liganda, ki smo jih uporabili za izračun Kd. FNormal - normalizirana 
fluorescenca v odvisnosti od koncentracije liganda – to je koncentracije zaviralca, ki je podana v 
mol/L. Rezultati so podani kot povprečna vrednost ± STDEV (n = 2). 
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Slika 14: MST analiza vezave zaviralcev na fluorescenčno označen katepsin L. Rezultati so 
predstavljeni kot Kd vrednosti. A: Časovni potek spremembe fluorescence med MST analizo, ki smo 
ga uporabili za izračun normalizirane fluorescence. B: Krivulje odvisnosti normalizirane 
fluorescence od koncentracij liganda, ki smo jih uporabili za izračun Kd. FNormal - normalizirana 
fluorescenca v odvisnosti od koncentracije liganda – to je koncentracije zaviralca, ki je podana v 
mol/L. Rezultati so podani kot povprečna vrednost ± STDEV (n = 2). 
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4.3 VPLIV ZAVIRALCEV NA VIABILNOST CELIC 
Vpliv zaviralcev na viabilnost celic smo ovrednotili na treh celičnih linijah; TALL-104, K-
562 in NK-92, z uporabo testa MTS. Viabilnost celic smo spremljali po 24 h inkubaciji celic 
z različnimi koncentracijami zaviralcev (2,5 µM, 5 µM, 10 µM in 20 µM). Dobljene rezultate 
smo podali kot delež živih celic (%) glede na kontrolo, kjer smo celicam dodali le DMSO. 
Izmed testiranih spojin spojini 7 in 28 pri koncentracijah nižjih od 5 µM nista vplivali na 
viabilnosti celic K-562. Pri spojini 7 je pri koncentraciji 10 µM prišlo do manjšega 
zmanjšanja viabilnosti celic, medtem ko spojina 28 tudi pri višjih koncentracijah do 20 µM 
ni imela toksičnih učinkov na celice K-562. Spojina 5 je bila izmed testiranih spojin najbolj 
citotoksična in je značilno zmanjšala viabilnost celic K-562 za več kot 20 % že pri najnižji 
uporabljeni koncentraciji (2,5 µM). Nasprotno pa je pri spojini 26 prišlo pri nižjih 
koncentracijah 2,5 µM in 5 µM do povečanja absorbance ob prisotnosti spojine v primerjavi 
s kontrolnimi celicami, ki smo jih tretirali le z DMSO, pri višjih koncentracijah (10 µM) pa 
je spojina 26 značilno zmanjšala viabilnost celic K-562 (Slika 15).  
 
 
Slika 15: Vpliv spojin 5, 7, 26 in 28 na viabilnost celične linije K-562. Vrednosti predstavljajo 
povprečne vrednosti ± STDEV (n = 4). Meritve smo za vsak vzorec izvedli v štirih paralelah. 
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Podobno kot za celice K-562 tudi pri celični liniji TALL-104 spojini 7 in 28 nista imeli 
toksičnih učinkov, saj sta tudi pri najvišji uporabljeni koncentraciji 10 µM zmanjšali 
viablinosti celic za manj kot 10 %. Za celice TALL-104 tudi spojina 26 pri koncentraciji 
nižji od 5 µM ni bila citotoksična, pri koncentraciji 10 µM pa je imela izrazit citotoksičen 
učinek in je viabilnost celic zmanjšala kar za ~70 %. Pričakovano je bila tudi tukaj spojina 
5, izmed testiranih spojin najbolj citotoksična, saj je vplivala na viabilnost celic že v 
najmanjši uporabljeni koncentraciji (2,5 µM) (Slika 16). 
 
 
Slika 16: Vpliv spojin 5, 7, 26 in 28 na viabilnost celične linije TALL-104. Vrednosti predstavljajo 
povprečne vrednosti ± STDEV (n = 2). Meritve smo za vsak vzorec izvedli v štirih paralelah. 
 
Spojini 7 in 28 tudi za celično linijo NK-92 nista bili citotoksični, saj podobno kot pri drugih 
celičnih linijah, tudi pri najvišji testirani koncentraciji nista značilno vplivali na viablinost 
celic, do manjšega zmanjšanja viabilnosti celic pa je prišlo le pri spojini 28 pri koncentraciji 
10 µM. Prav tako na celicah NK-92 tudi spojina 26 ni imela citotoksičnega učinka. Podobno 
kot pri predhodnih dveh celičnih linijah pa je bila spojina 5 tudi pri celični liniji NK-92 
izmed testiranih spojin najbolj citotoksična, saj je zmanjšala viabilnost celic že pri 
koncentraciji 2,5 µM (Slika 17). 
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Slika 17: Vpliv spojin 5, 7, 26 in 28 na viabilnost celične linije NK-92. Vrednosti predstavljajo 
povprečne vrednosti ± STDEV (n = 2). Meritve smo za vsak vzorec izvedli v štirih paralelah. 
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5 RAZPRAVA 
Katepsin V je lizosomska cisteinska peptidaza, ki je zelo sorodna katepsinu L. Za razliko od 
katepsina L, se katepsin V ne izraža v vseh tkivih. Pri fizioloških pogojih se nahaja le v 
priželjcu, testisih in epiteliju roženice, njegovo povečano izražanje v drugih tkivih pa je 
povezano s patološkimi procesi, vključno z rakom. Encim lahko najdemo v tumorjih 
kolorektalnega raka in raka dojk, medtem ko v zdravem tkivu črevesa in dojk ni prisoten. 
Zaradi udeleženosti pri napredovanju raka se katepsin V tako lahko uporablja kot potencialni 
diagnostični kazalec in predstavlja obetavno tarčo za razvoj novih terapevtskih pristopov v 
onkologiji (19). Poleg tega se predvideva, da je katepsin V odgovoren za pretvorbo neaktivne 
dimerne oblike cistatina F v njegovo aktivno monomerno obliko (24), ki z inhibicijo 
katepsinov C, H in L zavira citotoksičnost NK celic in CTL (35, 60). Večja aktivnost 
katepsina V pri raku tako poveča aktivacijo cistatina F in zmanjša učinkovitost citotoksičnih 
celic. Povečane aktivnosti katepsina V pri patoloških procesih ne morejo učinkovito 
zmanjšati zgolj endogeni zaviralci, zato je za njeno zmanjšanje potrebna uporaba selektivnih 
eksogenih zaviralcev. 
V okviru magistrske naloge smo želeli poiskati nove potencialne selektivne zaviralce 
katepsina V in identificirati spojine, ki bi jih lahko uporabili kot spojine vodnice za nadaljnji 
razvoj zaviralcev katepsina V. Spojine, ki smo jih testirali kot zaviralce, so bile pridobljene 
iz virtualne kemijske knjižnice komercialno dostopnih spojin, na podlagi molekulskega 
sidranja spojin v aktivno mesto katepsina V. Za nadalnje testiranje so bile izbrane spojine, 
ki so dale najboljše zadetke pri molekulskem sidranju. Tem spojinam smo najprej določili 
relativno inhibicijo katepsina V. Izbranim spojinam, ki so značilno zmanjšale aktivnost 
katepsina V, pa smo nato določili še konstante in mehanizme inhibicije. Zaradi velike 
sorodnosti med katepsinoma V in L (19, 20) smo vsem spojinam določili še vpliv na 
inhibicijo katepsina L, da bi lahko ovrednotili njihovo selektivnost za inhibicijo katepsina 
V. Z uporabo visoko selektivnih zaviralcev se lahko izognemo stranskim učinkom spojin, ki 
bi bili, v primeru njihove slabe selektivnosti, posledica sočasnega vpliva tudi na delovanje 
ostalih molekul, ki niso neposredno povezane z delovanjem tarče (2). Pri načrtovanju novih 
zaviralcev je tako, poleg jakosti inhibicije, selektivnost zelo pomemben pogoj, ki mu morajo 
zaviralci ustrezati. 
Lara Bolčina, Magistrska naloga 
Vrednotenje novih zaviralcev katepsina V 
 
49 
 
Aktivnost katepsinov V in L v prisotnosti zaviralcev smo spremljali kot porast fluorescence 
po razgradnji fluorogenega substrata Z-FR-AMC, sintetičnega substrata, ki se uporablja za 
določanje endopeptidazne aktivnosti katepsinov. 
Za določanje konstant in mehanizmov inhibicije spojin smo uporabili metode encimske 
kinetike. Encimska kinetika temelji na spremljanju hitrosti encimske reakcije (37, 61). Pri 
encimski reakciji se substrat (S) veže na prost encim (E), pri čemer nastane kompleks encim-
substrat (ES). Nastanek kompleksa ES kvantificiramo z disociacijsko konstanto Kd, ki je 
merilo za afiniteto med encimom in substratom (Slika 18). Iz kompleksa ES pride do 
nastanka reakcijskega produkta (P), ki ga kvantificiramo s katalizno konstanto kcat. Ob 
prisotnosti zaviralca (I), se le-ta lahko veže na prost encim ali na kompleks ES. Kadar se 
zaviralec veže na prost encim, tekmuje za vezavo na encim s substratom. To ravnotežje 
označujemo s konstanto inhibicije Ki, ki je disociacijska konstanta kompleksa encim-
zaviralec (EI) in ga opišemo kot kompetitivni mehanizem inhibicije. V primeru, da pride do 
vezave zaviralca na kompleks ES, govorimo o akompetitivnem mehanizmu inhibicije in ga 
kvantificiramo s konstanto Ki'. Če pa se zaviralec z enako afiniteto veže na prost E kot na 
kompleks ES, gre za nekompetitivni tip inhibicije, pri čemer je Ki = Ki' (Slika 18) (37). 
 
Slika 18: Shema vezave zaviralca na encim. Nastanek reakcijskega produkta ES kvantificiramo s 
konstanto disociacije Kd, nastanek reakcijskega produkta s katalizno konstanto kcat. Nastanek 
kompleksa EI kvantificiramo s konstanto inhibicije Ki, nastanek kompleksa ESI s konstanto 
inhibicije Ki'. Km označuje Michaelis-Mentenovo konstanto,  pa predstavlja stopnjo pri kateri 
vezava zaviralca vpliva na afiniteto encima do substrata. Povzeto po (37). 
V prvem koraku magistrskega dela smo na podlagi relativne inhibicije izmed vseh spojin 
izbrali spojine, ki pri koncentraciji 50 µM inhibirajo največji delež aktivnosti katepsina V in 
jih uporabili za nadaljnje testiranje. Izmed testiranih spojin smo izbrali tiste, ki so pri 
koncentraciji 50 µM inhibirale aktivnost katepsina V za vsaj 20 %. Dodatno smo v testu kot 
pozitivno kontrolo uporabili splošni zaviralec cisteinskih katepsinov E-64, ki v celoti zavre 
njihovo delovanje. E-64 je močan, ireverzibilen zaviralec cisteinskih peptidaz, ki se 
uporablja predvsem v raziskovalne namene, kot molekularno orodje za preučevanje 
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molekularnih mehanizmov, pri katerih so udeleženi katepsini in kot osnova za odkrivanje 
novih, bolj specifičnih zaviralcev posameznih katepsinov (6). E-64 alkilira aktivno mesto 
katepsina in po reakciji ostane nanj kovalentno vezan. 
Glede na relativno inhibicijo katepsina V, so si spojine sledile v naslednjem vrstnem redu: 
21 > 26 > 6 > 28 > 22 > 7 > 4 (Slika 9, Preglednica Ⅲ). Te spojine so z relativno inhbicijo 
nad 20 % inhibirale tudi katepsin L, dodatno pa sta katepsin L inhibirali tudi spojni 2 in 5. 
Kljub slabši inhibiciji katepsina V smo z namenom, da potrdimo selektivnost, tudi ti dve 
spojini vključili v nadaljnje testiranje. Izbranim spojinam smo v naslednjem koraku določili 
konstante in mehanizme inhibicije katepsinov V in L.  
Med njimi so imele najnižjo konstanto inhibicije za inhibicijo katepsina V spojine 26 (Ki = 
8,02 ± 0,02 µM), 28 (Ki = 68,3 ± 4,6 µM) in 7 (Ki = 88,7 ± 10,2 µM). Ostale spojine so bile 
slabše aktivne in so imele višje konstante inhibicije (Preglednica Ⅳ). Spojini 7 in 26 
izkazujeta kompetitivni mehanizem inhibicije, kar pomeni, da se vežeta zgolj na prosto 
obliko encima, medtem ko spojina 28 deluje po nekompetitivnem mehanizmu inhibicije in 
se z enako afiniteto veže na prosti encim in na kompleks encima s substratom. Spojina 26 je 
s podobno afiniteto kot katepsin V inhibirala tudi katepsin L in tudi deluje po enakem 
mehanizmu (kompetitivna inhibicija). Poleg nje sta se kot učinkovita zaviralca katepsina L 
izkazali še spojini 5 (Ki' = 11,2 ± 0,1 µM) in 4 (Ki = 84,3 ± 4,0 µM).  
Spojina 4 ima kompetitivni mehanizem inhibicije, medtem ko se spojina 5 veže na kompleks 
encim-substrat in ima akompetitivni mehanizem inhibicije.  
Spojini 4 in 5 sta selektivno inhibirali katepsin L, nasprotno sta spojini 7 in 28 selektivno 
zavirali katepsin V, spojina 26 pa ni selektivna niti za katepsin V kot tudi ne za katepsin L. 
Spojine 7, 26 in 28, najboljši zaviralci katepsina V, se razlikujejo glede na kemijsko 
strukturo. Izmed vseh testiranih spojin za spojine 21-28 na podlagi njihovih struktur in 
prileganja pri molekulskem sidranju predvidevamo, da z aktivnim mestom tvorijo 
kovalentne interakcije, medtem ko naj bi bile spojine 1-20 nekovalentni zaviralci. Idealen 
zaviralec, ki bi bil uporaben v terapiji, je nekovalentni, reverzibilni zaviralec, saj ta 
zagotavlja boljšo selektivnost in povzroči manj stranskih učinkov kot ireverzibilni zaviralec 
(2). Kljub temu, da si v terapiji želimo predvsem reverzibilnih zaviralcev, ki z encimom 
tvorijo nekovalentne interakcije, smo pri identifikaciji novih zaviralcev katepsina V, kjer še 
ni znanih selektivnih zaviralcev, v testiranje vključili tudi nekaj spojin pri katerih 
predvidevamo, da gre za kovalentne in tudi ireverzibilne zaviralce. Takšne spojine so zelo 
uporabne v raziskovalne namene kot molekularno orodje za spremljanje celičnih procesov, 
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pri katerih je udeležen katepsin V. Spojina 26 je strukturno podobna splošnemu 
ireverzibilnemu zaviralcu E-64. Podobno kot spojina E-64, spojina 26 v svoji strukturi 
vsebuje reaktivno eposukcinilno skupino pripeto na modificiran dipeptid. Pri spojini E-64 
reaktivna epoksukcinilna skupina kovalentno reagira s tiolatno skupino v aktivnem mestu 
encima. Glede na prisotnost enake reaktivne funkcionalne skupine pri spojini 26 lahko zanjo 
sklepamo, da ima podoben mehanizem delovanja. Slednje lahko razloži nizke konstante 
inhibicije spojine 26 tako za katepsin V kot za katepsin L, njen kompetitivni mehanizem 
delovanja in neselektivnost za posamezen katepsin. Poleg spojine 26 ima tudi spojina 28 v 
svoji strukturi reaktiven epoksidni obroč, vendar ima nanj pripet heterociklični 
benzofuranski sistem in v strukturi nima modificirane dipeptide strukture. Kljub prisotnosti 
reaktivne epoksidne skupine je spojina 28 bolj selektivna za katepsin V v primerjavi s 
katepsinom L. Tudi pri tej spojini zaradi reaktivne funkcionalne skupine lahko sklepamo, da 
gre za kovalentno interakcijo z encimom. Za razliko od spojin 26 in 28, spojina 7 ne vsebuje 
reaktivne epoksidne skupine, pač pa gre za derivat sečnin in sicer piperidin karboksilatni 
derivat. Iz strukture spojine 7 lahko, glede na odsotnost močno reaktivnih strukturnih 
elementov sklepamo, da z vezavnim mestom encima tvori reverzibilne nekovalentne 
interakcije. Piperidin karboksilatni derivat sečnine pri spojini 7 se je izkazal tudi kot 
strukturni element, ki močno prispeva k selektivnosti za katepsin V v primerjavi s 
katepsinom L. Podobno kot spojina 7 tudi spojini 4 in 5, ki sta selektivno inhibirali katepsin 
L, katepsina V pa nista inhibirali, v svoji strukturi nimata močno reaktivnih funkcionalnih 
skupin. Strukturno sta ti dve spojini karboksamida in se razlikujeta od spojin 7 in 28, ki so 
bile selektivne za katepsin V. 
Čeprav ireverzibilni (spojini 26 in 28), kot reverzibilni (spojina 7) zaviralci znižajo aktivnost 
katepsina V, je njihova razlika v selektivnosti očitna. Spojina 7, ki je reverzibilni zaviralec, 
deluje izključno na katepsin V, medtem pa ireverzibilna zaviralca 26 in 28 zavirata delovanje 
tudi katepsina L. Podobno sta spojini 4 in 5 selektivni za katepsin L. 
Vpliv zaviralcev na katepsina V in L smo dodatno ovrednotili z metodo MST. MST omogoča 
kvantifikacijo afinitete vezave med ligandom, v našem primeru zaviralcem in fluorescenčno 
označeno tarčo, ki je bila katepsin V oziroma L, na podlagi spremembe gibanja 
fluorescenčnih molekul v temperaturnem gradientu (51–54). Gre za visoko občutljivo 
metodo, ki omogoča določanje interakcij neposredno v tekočini, zanjo so potrebne majhne 
količine vzorca, meritve pa so izvedene v relativno kratkem času. Dodatno je metoda 
občutljiva na spremembe v velikosti, naboju in solvatacijskemu ovoju molekul, ki so 
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posledica vezave liganda na tarčo (52–54). Z metodo MST smo določili disociacijske 
konstante najboljšim zaviralcem katepsina V, izbranih na podlagi Ki, mehanizma inhibicije 
in selektivnosti. To so spojine 7, 26 in 28. Kd smo določili tudi spojini 5, ki se je izkazala 
kot močan zaviralec katepsina L. Kd spojin, ki so bile pridobljene z MST metodo, so v 
enakem koncentracijskem območju kot njihove Ki dobljene z metodo encimske kinetike, 
vendar so med njimi tudi značilne razlike. Vrednosti Kd spojin za katepsin V so nekoliko 
višje v primerjavi z vrednostmi Ki, kljub temu pa je bila med spojinami 7, 26 in 28 vrednost 
Kd najnižja za spojino 7, ki se je tudi pri določanju Ki z metodo encimske kinetike izkazala 
kot močan zaviralec katepsina V. Spojina 5, ki pri encimski kinetiki sicer ni inhibirala 
katepsina V, je imela za katepsin V nižjo vrednost Kd določeno z MST v primerjavi s 
spojinami 7, 26 in 28. Spojina 5 je imela najnižjo Kd tudi za katepsin L v primerjavi z 
ostalimi testiranimi spojinami, ta vrednost pa je bila značilno nižja kot vrednost Ki. 
Razlike med konstantami disociacije in inhibicije, ki smo jih dobili z uporabo obeh metod, 
MST in encimske kinetike, lahko pojasnimo s tem, da je MST metoda, ki preučuje vezavo 
med zaviralcem in encimom in njuno direktno interakcijo, medtem ko encimsko kinetična 
metoda temelji na encimski razgradnji fluorescenčnega substrata. 
Pomembna lastnost zaviralcev, da bi bili uporabni v terapiji, kot tudi v raziskovalne namene 
je, da niso toksični. Predvsem je pomembno, da zaviralci nimajo toksičnih učinkov na zdrave 
celice, hkrati pa je tudi na tarčnih celicah pomembno, da zaviralci nimajo splošnega 
toksičnega učinka, ampak je njihov učinek posledica delovanja na specifične tarče. To 
omogoča večjo selektivnost zaviralcev in zmanjša njihove stranske učinke. Da bi dosegli 
največji učinek zaviralcev, hkrati pa se izognili toksičnim učinkom, moramo določiti 
najvišjo koncentracijo spojin, pri kateri zaviralci še niso toksični za celice. Izbranim 
zaviralcem smo zato v nadaljevanju določili vpliv na viabilnost celic pri različnih 
koncentracijah. Zaradi pomembne vloge katepsina V pri imunskih celicah, kjer se za 
katepsin V predvideva, da je med drugim pomemben pri aktivaciji cistatina F (24) in da 
lahko z regulacijo aktivnosti cistatina F vpliva na citotoksičnost citotoksičnih celic, smo za 
nove zaviralce preverili vpliv na citotoksičnih imunskih celicah TALL-104 in NK-92 ter 
njihovih tarčah K-562. Z inhibicijo katepsina V v citotoksičnih imunskih celicah želimo 
zmanjšati koncentracijo aktivnega cistatina F in tako povečati učinkovitost citotoksičnih 
imunskih celic pri imunoterapiji raka. TALL-104 celična linija se uporablja kot model za 
CTL, saj izraža markerje (CD2+, CD7+, CD3+, CD8+, TCR/+) (46), ki so tipični za 
fenotip T-celic. Celice TALL-104 izražajo cistatin F, za katerega je bilo dokazano, da ima 
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vpliv na aktivnost katepsinov C, H in L, kar se odraža v zmanjšanju citotoksičnosti CTL 
(60). NK-92 celična linija, se uporablja kot model NK celic. Tudi pri celicah NK-92 je 
izražen cistatin F in ima vlogo pri zmanjšanju citotoksičnosti celic (35). Celična linija K-562 
pa se uporablja kot visoko občutljiva tarča za in vitro citotoksične teste za citotoksične celice 
kot so NK-92 in TALL-104. Z določanjem vpliva zaviralcev na viabilnost celic smo 
preverili, da uporabljene koncentracije zaviralcev v nadaljevanju ne bi bile toksične za 
imunske celične linije. S tem želimo izključiti možnost, da je citotoksičnost imunskih celic 
za tarčne celice, posledica citotoksičnosti uporabljenega zaviralca in zagotoviti, da je ta 
posledica večje citotoksičnosti NK celic oz. CTL zaradi zmanjšanja aktivnosti cistatina F 
preko inhibicije katepsina V. 
Vpliv zaviralcev na viabilnost celic smo spremljali z metabolnim testom MTS, ki temelji na 
kolorimetričnemu spremljanju metabolne aktivnosti živih celic na podlagi nastanka 
obarvanega produkta formazana in njegove absorbance, kar nam omogoča njihovo 
kvantifikacijo (59). Vpliv zaviralcev na viablinost celic smo določili za spojine 5, 7, 26 in 
28. Izmed testiranih zaviralcev spojini 7 in 28 v uporabljenih koncentracijah niso imele 
značilnih toksičnih učinkov pri nobeni izmed testiranih celičnih linij. Spojina 26 pri 
koncentracijah do 5 µM ni imela toksičnih učinkov na celice pri nobeni izmed celičnih linij, 
pri koncentraciji 10 µM pa je značilno zmanjšala viabilnost celic K-562 in TALL-104. 
Zanimivo, se je pri spojini 26 pri celični liniji K-562 (Slika 15) delež živih celic celo povečal. 
Verjeten razlog za povečanje deleža živih celic ni v dejanskem povečanju števila celic 
oziroma v povečanem preživetju celic, pač pa v povečani metabolni aktivnosti celic, ki vodi 
v povečano nastajanje reducirajočih molekul NADH in NADPH, ki so odgovorne za 
pretvorbo tetrazola v formazan. Bolj toksična je bila le spojina 5, saj je že pri koncentraciji 
2,5 µM preživelo manj kot 80 % celic K-562 in TALL-104 oziroma pri koncentraciji 5 µM 
v primeru celic NK-92 (Slika 17). Dobljeni rezultati omogočajo, da za nadaljnje funkcijske 
teste izberemo tiste koncentracije spojin, ki niso bile toksične za celice. Za spojini 7 in 28 bi 
to bila 10 µM koncentracija, za spojino 26 5 µM, za spojino 5 pa bi bila potrebna uporaba 
koncentracije 2,5 µM na NK-92 celicah oziroma še nižja koncentracija na celicah K-562 in 
TALL-104. 
Na podlagi dobljenih rezultatov in strukturnih lastnosti spojin, ki so izkazovale najboljšo 
inhibicijo katepsina V, je bilo iz celotne knjižnice komercialno dostopnih spojin izbranih 
dodatnih 25 spojin s podobnimi strukturnimi lastnostmi (spojine 31-55, 2. serija spojin). Na 
ta način smo želeli poiskati spojine, ki bi bile še boljši zaviralci katepsina V. Spojinam smo 
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najprej določili relativno inhibicijo za katepsin V in L. Glede na relativno inhibicijo 
katepsina V, so si spojine 2. serije sledile v naslednjem vrstnem redu: 
34>43>52>45>51>44>42 (Slika 11, Preglednica Ⅴ). Katepsin L je najmočneje inhibirala 
spojina 34, ostale spojine so katepsin L inhibirale za manj kot 20 % (Slika 12, Preglednica 
Ⅴ). V naslednjem koraku smo spojinam določili Ki (Preglednica Ⅵ). Kot najboljša zaviralca 
katepsina V izmed teh spojin sta se izkazali spojini 43 (Ki' = 21,2 ± 2,0 µM) in 45 (Ki = 
155,8 ± 3,4 µM). Spojina 45 je od vseh testiranih spojin najbolje inhibirala tudi katepsin L 
(Ki = 319,2 ± 28,6 µM). Pri tem mehanizem inhibicije nakazuje, da se spojina 43 veže na 
encim samo, ko je nanj že vezan substrat in izkazuje akompetitivni mehanizem inhibicije 
katepsina V, spojina 45 se z enako afiniteto veže na prosti encim in kompleks encima s 
substratom in oba katepsina V in L inhibira po nekompetitivnem mehanizemu (Preglednica 
Ⅵ). Obe spojini sta selektivni za katepsin V, izmed njih je spojina 43 bolj selektivna za 
inhibicijo katepsina V kot spojina 45. Spojine iz druge serije so v primerjavi s spojinami iz 
prve serije slabši zaviralci aktivnosti katepsina L, saj so bile te spojine izbrane glede na 
strukturo spojin iz prve serije, ki so bile bolj selektivne za inhibicijo aktivnosti katepsina V. 
Strukturno je spojina 43 podobna spojini 28. Spojina ima v svoji strukturi epoksidni obroč 
ter nima modificirane dipeptide strukture. Zaradi prisotnosti reaktivne funkcionalne skupine 
lahko sklepamo, da tvori kovalentne interakcije z encimom. Kljub strukturni podobnosti 
obeh spojin pa je spojina 43 močnejši in bolj selektiven zaviralec katepsina V napram spojini 
28. V primerjavi s spojino 28, ki ima pripet benzofuranski sistem, ima spojina 43 tiazolni 
heterocikel sklopljen z benzenskim obročem, hkrati pa na fenilnem obroču, ki je preko 
karboksilne skupine vezan na epoksidni obroč, nima metilnih skupin, s čimer bi lahko 
pojasnili njeno večjo selektivnost in afiniteto vezave na katepsin V. Spojina 45 je strukturno 
podobna spojini 7. Obe spojini sta derivata sečnine in v svoji strukturi ne vsebujeta reaktivne 
epoksidne skupine, zato lahko tudi pri spojini 45 sklepamo, da z vezavnim mestom encima 
tvori reverzibilne nekovalentne interakcije. Pri spojini 45 je naftilna skupina iz spojine 7 
zamenjana z dvema fenilnima skupinama. Ta strukturna modifikacija pri spojini 45 je 
zmanjšala selektivnost in afiniteto vezave na katepsin V v primerjavi s spojino 7. Manjša 
aktivnost spojin 45 in 44, ki ima naftilno skupino zamenjano s fluorobenzenom, ter 50, ki 
ima naftilno skupino zamenjano z metil fenil etrom, nakazuje, da je za selektivno inhibicijo 
katepsina V ugodna večja planarna skupina, vezana na sečninski fragment. Iz manjše 
aktivnosti spojine 47 lahko vidimo, da je tudi skupina, ki je vezana na piperidinski obroč 
pomembna za inhibicijo katepsina V in da je tudi na tem mestu ugodno, če je prisoten večji 
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fragment, kot je benzenski obroč pri spojini 7. 
Zaradi svoje nizke konstante inhibicije, selektivnosti za katepsin V v primerjavi s 
katepsinom L in odsotnosti toksičnih učinkov na celičnih linijah je izmed vseh 53 testiranih 
spojin, spojina 7 najboljši in najbolj obetaven zaviralec katepsina V.  
Rezultati magistrskega dela kažejo, da se med zadetki virtualnega rešetanja kemijskih 
knjižnic nahajajo biološko aktivne spojine, ki zavirajo aktivnost katepsina V. V okviru 
našega dela smo tako identificirali nove selektivne zaviralce katepsina V, ki niso toksični za 
celice. Rezultati našega dela predstavljajo izhodišče za razvoj in bolj usmerjeno nadaljnje 
iskanje novih močnih selektivnih zaviralcev katepsina V, ki bi bili lahko uporabni kot 
molekularno orodje za preučevanje celičnih procesov, pri katerih je udeležen katepsin V, ter 
spojine vodnice za razvoj novih zdravilnih učinkovin, s katerimi bi lahko uravnavali 
povečano aktivnost katepsina V pri patoloških procesih. 
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6 SKLEPI 
V magistrski nalogi smo spojine, pridobljene iz virtualnih kemijskih knjižnic, ovrednotili z 
metodo encimske kinetike in mikrotermoforeze, z namenom identifikacije novih zaviralcev 
katepsina V. Prišli smo do naslednjih zaključkov: 
- Kot najboljši zaviralci katepsina V so se izkazale spojine 26 (Ki = 8,02 ± 0,02 µM), 
43 (Ki' = 21,2 ± 2,0 µM), 28 (Ki = 68,3 ± 4,6 µM), 7 (Ki = 88,7 ± 10,2 µM) in 45 
(Ki = 155,8 ± 3,4 µM).  
- Spojina 26 je neselektiven zaviralec katepsina V in deluje po kompetitivnem 
mehanizmu. Spojina ni citotoksična pri koncentraciji manjši od 5 µM. Na podlagi 
strukture spojine sklepamo, da z aktivnim mestom encima tvori kovalentne 
interakcije. 
- Spojina 43 je selektiven zaviralec katepsina V in deluje po akompetitivnem 
mehanizmu. Spojina je strukturno podobna spojini 28 in na podlagi strukture spojine 
sklepamo, da z aktivnim mestom encima tvori kovalentne interakcije. 
- Spojina 28 je selektiven zaviralec katepsina V in deluje po nekompetitivnem 
mehanizmu. Spojina ni citotoksična pri koncentraciji manjši od 10 µM. Na podlagi 
strukture spojine sklepamo, da z aktivnim mestom encima tvori kovalentne 
interakcije. 
- Spojina 7 je najbolj selektiven zaviralec katepsina V in deluje po kompetitivnem 
mehanizmu. Spojina ni citotoksična pri koncentraciji manjši od 10 µM. Na podlagi 
strukture spojine sklepamo, da z aktivnim mestom encima tvori nekovalentne 
interakcije. 
- Spojina 45 je selektiven zaviralec katepsina V in deluje po nekompetitivnem 
mehanizmu. Spojina je strukturno podobna spojini 7 in na podlagi strukture spojine 
sklepamo, da z aktivnim mestom encima tvori nekovalentne interakcije. 
- Izmed vseh testiranih spojin se je kot najbolj obetaven zaviralec katepsina V izkazal 
piperidin karboksilatni derivat sečnine, spojina 7. 
Lara Bolčina, Magistrska naloga 
Vrednotenje novih zaviralcev katepsina V 
 
57 
 
7 LITERATURA 
1.  Rawlings ND, Barrett AJ, Thomas PD, Huang X, Bateman A, Finn RD. The 
MEROPS database of proteolytic enzymes, their substrates and inhibitors in 2017 and 
a comparison with peptidases in the PANTHER database. Nucleic Acids Research. 
2018.;46(D1):D624–32.  
2.  Turk B. Targeting proteases: Successes, failures and future prospects. Nature Reviews 
Drug Discovery. 2006.;5(9):785–99.  
3.  Obermajer N, Doljak B, Kos J. Cysteine cathepsins: Regulators of antitumour 
immune response. Expert Opinion on Biological Therapy. 2006.;6(12):1295–309.  
4.  Turk V, Stoka V, Vasiljeva O, Renko M, Sun T, Turk B, idr. Cysteine cathepsins: 
From structure, function and regulation to new frontiers. Biochimica et Biophysica 
Acta - Proteins and Proteomics. 2012.;1824(1):68–88.  
5.  Anja P, Anahid J, Janko K. Cysteine cathepsins: Their biological and molecular 
significance in cancer stem cells. Seminars in Cancer Biology. 2018.;53:168–77.  
6.  Pogorzelska A, Żołnowska B, Bartoszewski R. Cysteine cathepsins as a prospective 
target for anticancer therapies—current progress and prospects. Biochimie. 
2018.;151:85–106.  
7.  Vidak E, Javoršek U, Vizovišek M, Turk B. Cysteine Cathepsins and their 
Extracellular Roles: Shaping the Microenvironment. Cells. 2019.;8(3):264.  
8.  Fonović M, Turk B. Cysteine cathepsins and their potential in clinical therapy and 
biomarker discovery. Proteomics - Clinical Applications. 2014.;8(5–6):416–26.  
9.  Kędzior M, Seredyński R, Gutowicz J. Microbial inhibitors of cysteine proteases. 
Medical Microbiology and Immunology. 2016.;205(4):275–96.  
10.  Pišlar A, Perišić Nanut M, Kos J. Lysosomal cysteine peptidases - Molecules 
signaling tumor cell death and survival. Seminars in Cancer Biology. 2015.;35:168–
79.  
11.  Fonović M, Turk B. Cysteine cathepsins and extracellular matrix degradation. 
Biochimica et Biophysica Acta - General Subjects. 2014.;1840(8):2560–70.  
12.  Kos J, Mitrović A, Mirković B. The current stage of cathepsin B inhibitors as potential 
anticancer agents. Let. 6, Future Medicinal Chemistry. Future Science; 2014. str. 
1355–71.  
Lara Bolčina, Magistrska naloga 
Vrednotenje novih zaviralcev katepsina V 
 
58 
 
13.  Reiser J, Adair B, Reinheckel T, Reiser J, Adair B, Reinheckel T. Specialized roles 
for cysteine cathepsins in health and disease Find the latest version : Science in 
medicine Specialized roles for cysteine cathepsins in health and disease. 
2010.;120(10):3421–31.  
14.  Vasiljeva O, Reinheckel T, Peters C, Turk D, Turk V, Turk B. Emerging Roles of 
Cysteine Cathepsins in Disease and their Potential as Drug Targets. Current 
Pharmaceutical Design. 2007.;13(4):387–403.  
15.  Kos J, Nanut MP, Prunk M, Sabotič J, Dautović E, Jewett A. Cystatin F as a regulator 
of immune cell cytotoxicity. Cancer Immunology, Immunotherapy. 
2018.;67(12):1931–8.  
16.  Pirkmajer S. Patološka fiziologija : učbenik za študente farmacije. 1.izd. Ljubljana : 
Medicinska fakulteta, Inštitut za patološko fiziologijo, 2015;  
17.  Yasuda Y, Li Z, Greenbaum D, Bogyo M, Weber E, Brömme D. Cathepsin V, a novel 
and potent elastolytic activity expressed in activated macrophages. Journal of 
Biological Chemistry. 2004.;279(35):36761–70.  
18.  Andrault PM, Panwar P, Mackenzie NCW, Brömme D. Elastolytic activity of cysteine 
cathepsins K, S, and V promotes vascular calcification. Scientific Reports. 
2019.;9(1):1–13.  
19.  Santamaría I, Velasco G, Cazorla M, Fueyo A, Campo E, López-Otín C. Cathepsin 
L2, a novel human cysteine proteinase produced by breast and colorectal carcinomas. 
Cancer Research. 1998.;58(8):1624–30.  
20.  Adacbi W, Kaivamoto S, Obno I, Nisbida K, Kinoshita S, Matsitbara K, idr. Isolation 
and characterization of human cathepsin V: A major proteinase in corneal epithelium. 
Investigative Ophthalmology and Visual Science. 1998.;39(10):1789–96.  
21.  Somoza JR, Zhan H, Bowman KK, Yu L, Mortara KD, Palmer JT, idr. Crystal 
structure of human cathepsin V. Biochemistry. 2000.;39(41):12543–51.  
22.  Brömme D, Li Z, Barnes M, Mehler E. Human cathepsin V functional expression, 
tissue distribution, electrostatic surface potential, enzymatic characterization, and 
chromosomal localization. Biochemistry. 1999.;38(8):2377–85.  
23.  Lamort AS, Hamon Y, Czaplewski C, Gieldon A, Seren S, Coquet L, idr. Processing 
and maturation of cathepsin C zymogen: A biochemical and molecular modeling 
analysis. International Journal of Molecular Sciences. 2019.;20(19).  
Lara Bolčina, Magistrska naloga 
Vrednotenje novih zaviralcev katepsina V 
 
59 
 
24.  Maher K, Konjar S, Watts C, Turk B, Kopitar-Jerala N. Cystatin F Regulates 
Proteinase Activity in IL-2-activated Natural Killer Cells. Protein & Peptide Letters. 
19. julij 2014.;21(9):957–65.  
25.  Viken MK, Dahlen Sollid H, Joner G, Dahl-Jørgensen K, Rønningen KS, Undlien 
DE, idr. Polymorphisms in the cathepsin L2 (CTSL2) gene show association with 
type 1 diabetes and early-onset myasthenia gravis. Human Immunology. 
2007.;68(9):748–55.  
26.  Tolosa E, Li W, Yasuda Y, Wienhold W, Denzin LK, Lautwein A, idr. Cathepsin V 
is involved in the degradation of invariant chain in human thymus and is 
overexpressed in myasthenia gravis. Journal of Clinical Investigation. 
2003.;112(4):517–26.  
27.  Severino RP, Guido RVC, Marques EF, Brömme D, Da Silva MFDGF, Fernandes 
JB, idr. Acridone alkaloids as potent inhibitors of cathepsin v. Bioorganic and 
Medicinal Chemistry. 2011.;19(4):1477–81.  
28.  Rzychon M, Chmiel D, Stec-Niemczyk J. Modes of inhibition of cysteine proteases 
Circled white star. Acta Biochimica Polonica. 2004.;51(4):861–73.  
29.  Niwa Y, Suzuki T, Dohmae N, Umezawa K, Simizu S. Determination of cathepsin v 
activity and intracellular trafficking by N-glycosylation. FEBS Letters. 
2012.;586(20):3601–7.  
30.  Breznik B, Mitrović A, T. Lah T, Kos J. Cystatins in cancer progression: More than 
just cathepsin inhibitors. Biochimie. 2019.;166.  
31.  Prunk M, Nanut MP, Sabotič J, Kos J. Cystatins, cysteine peptidase inhibitors, as 
regulators of immune cell cytotoxicity. Periodicum Biologorum. 2016.;118(4):353–
62.  
32.  Colbert JD, Plechanovová A, Watts C. Glycosylation directs targeting and activation 
of cystatin F from intracellular and extracellular sources. Traffic. 2009.;10(4):425–
37.  
33.  Langerholc T, Zavašnik-Bergant V, Turk B, Turk V, Abrahamson M, Kos J. 
Inhibitory properties of cystatin F and its localization in U937 promonocyte cells. 
FEBS Journal. 2005.;272(6):1535–45.  
34.  Hamilton G, Colbert JD, Schuettelkopf AW, Watts C. Cystatin F is a cathepsin C-
directed protease inhibitor regulated by proteolysis. EMBO Journal. 2008.;27(3):499–
Lara Bolčina, Magistrska naloga 
Vrednotenje novih zaviralcev katepsina V 
 
60 
 
508.  
35.  Nanut MP, Sabotič J, Švajger U, Jewett A, Kos J. Cystatin F affects natural killer cell 
cytotoxicity. Frontiers in Immunology. 2017.;8(NOV).  
36.  Ritchie C. Protease Inhibitors. Materials and Methods. 12. februar 2013.;3.  
37.  Copeland RA. Evaluation of enzyme inhibitors in drug discovery : a guide for 
medicinal chemists and pharmacologists. Wiley-Interscience, New York; 2005.  
38.  Lionta E, Spyrou G, Vassilatis D, Cournia Z. Structure-Based Virtual Screening for 
Drug Discovery: Principles, Applications and Recent Advances. Current Topics in 
Medicinal Chemistry. 2014.;14(16):1923–38.  
39.  Banegas-Luna AJ, Cerón-Carrasco JP, Pérez-Sánchez H. A review of ligand-based 
virtual screening web tools and screening algorithms in large molecular databases in 
the age of big data. Future Medicinal Chemistry. 2018.;10(22):2641–58.  
40.  Lavecchia A, Giovanni C Di. The Biophilic Quality Index. A Tool to Improve a 
Building from “Green” to Restorative. 2017.;(8):2839–60.  
41.  Danishuddin M, Khan AU. Structure based virtual screening to discover putative drug 
candidates: Necessary considerations and successful case studies. Methods. 
2015.;71(C):135–45.  
42.  Glantz-Gashai Y, Meirson T, Reuveni E, Samson AO. Virtual screening for potential 
inhibitors of Mcl-1 conformations sampled by normal modes, molecular dynamics, 
and nuclear magnetic resonance. Drug Design, Development and Therapy. 
2017.;11:1803–13.  
43.  Drwal MN, Griffith R. Combination of ligand- and structure-based methods in virtual 
screening. Drug Discovery Today: Technologies. 2013.;10(3):e395–401.  
44.  Lozzio CB, Lozzio BB. Brief communication: Cytotoxicity of a factor isolated from 
human spleen. Journal of the National Cancer Institute. 1973.;50(2):535–8.  
45.  K-562 ATCC ® CCL-243TM Homo sapiens bone marrow chronic myel [Internet]. 
[citirano 9. januar 2020.]. Dostopno: https://www.lgcstandards-
atcc.org/products/all/CCL-243.aspx?geo_country=si 
46.  O’Connor R, Cesano A, Lange B, Finan J, Nowell PC, Clark SC, idr. Growth factor 
requirements of childhood acute T-lymphoblastic leukemia: Correlation between 
presence of chromosomal abnormalities and ability to grow permanently in vitro. 
Lara Bolčina, Magistrska naloga 
Vrednotenje novih zaviralcev katepsina V 
 
61 
 
Blood. 1991.;77(7):1534–45.  
47.  TALL-104 ATCC ® CRL-11386TM Homo sapiens peripheral blood ac [Internet]. 
[citirano 9. januar 2020.]. Dostopno: https://www.lgcstandards-
atcc.org/products/all/CRL-11386.aspx#characteristics 
48.  NK-92 ATCC ® CRL-2407TM Homo sapiens peripheral blood malign [Internet]. 
[citirano 9. januar 2020.]. Dostopno: https://www.lgcstandards-
atcc.org/products/all/CRL-2407.aspx 
49.  Gong JH, Maki G, Klingemann HG. Characterization of a human cell line (NK-92) 
with phenotypical and functional characteristics of activated natural killer cells. 
Leukemia. 1994.;8(4):652–8.  
50.  Feng BY, Shoichet BK. A detergent-based assay for the detection of promiscuous 
inhibitors. Nature Protocols. 2006.;1(2):550–3.  
51.  Plach MG, Grasser KD, Schubert T. MicroScale Thermophoresis as a Tool to Study 
Protein-peptide Interactions in the Context of Large Eukaryotic Protein Complexes. 
Bio-protocol. 2017.;7(23):e2632.  
52.  Jerabek-Willemsen M, Wienken CJ, Braun D, Baaske P, Duhr S. Molecular 
interaction studies using microscale thermophoresis. Assay and Drug Development 
Technologies. 2011.;9(4):342–53.  
53.  Seidel SAI, Dijkman PM, Lea WA, van den Bogaart G, Jerabek-Willemsen M, Lazic 
A, idr. Microscale thermophoresis quantifies biomolecular interactions under 
previously challenging conditions. Methods. 2013.;59(3):301–15.  
54.  Wienken CJ, Baaske P, Rothbauer U, Braun D, Duhr S. Protein-binding assays in 
biological liquids using microscale thermophoresis. Nature Communications. 
2010.;1(7):1–7.  
55.  Jerabek-Willemsen M, André T, Wanner R, Roth HM, Duhr S, Baaske P, idr. 
MicroScale Thermophoresis: Interaction analysis and beyond. Journal of Molecular 
Structure. 2014.;1077:101–13.  
56.  User Manual for the Monolith NT.115 [Internet]. [citirano 20. april 2020.]. Dostopno: 
https://www.uni-hohenheim.de/fileadmin/einrichtungen/mst/Manual_NT115.pdf 
57.  Manual. Monolith NTTM Protein Labeling Kit NT 647 V012 Monolith NTTM Protein 
Labeling Kit RED-NHS Microscale Thermophoresis Grade Kit for 1h labeling of 
proteins with the RED fluorescent dye NT-647-NHS for use in Microscale 
Lara Bolčina, Magistrska naloga 
Vrednotenje novih zaviralcev katepsina V 
 
62 
 
Thermophoresis CO. :1–6.  
58.  Arnett K. Monolith NT.115 Getting Started. :1–8.  
59.  Promega. CellTiter 96® Aqueous One Solution Cell Proliferation Assay Protocol, 
Instruction for use of products G3580, G3581 and G3582. [Online document]. 
12.2012 [zuletzt aufgerufen am 05.09.2017]. Verfügbar unter: 
https://www.promega.de/-/media/files/resources/pr. :608–277.  
60.  Prunk M, Nanut MP, Sabotic J, Svajger U, Kos J. Increased cystatin F levels correlate 
with decreased cytotoxicity of cytotoxic T cells. Radiology and Oncology. 
2019.;53(1):57–68.  
61.  Pečar Fonović U, Obermajer N, Jevnikar Z, Mirković B, Rojnik M, Pišlar A, idr. Vaje 
iz farmacevtske biokemije. 1.izdaja. Ljubljana: Fakulteta za farmacijo, Katedra za 
farmacevtsko biologijo; 2014. 116 str.  
 
